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A rápida disseminação de isolados multirresistentes aos antibióticos (MDR) em 
Acinetobacter baumannii é preocupante, limitando as opções terapêuticas para o 
tratamento destas infeções e compele ao desenvolvimento de alternativas terapêuticas. 
A atividade dos sistemas de efluxo em bactérias é reconhecida como um dos 
mecanismos de resistência aos antibióticos, além de que os compostos inibidores de 
efluxo (IEs) são considerados potenciais adjuvantes terapêuticos no tratamento das 
infeções causadas por bactérias MDR. Em A. baumannii, estão descritos sistemas de 
efluxo envolvidos na aquisição do fenótipo MDR, à semelhança de outras bactérias 
Gram-negativas. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo principal avaliar a 
contribuição da atividade de efluxo para o desenvolvimento de multirresistência em 
isolados clínicos de A. baumannii. Para esse fim, estudou-se da atividade de efluxo em 
três isolados clínicos sequenciais MDR de A. baumannii (AB-1, AB-2 e AB-3), através 
de metodologias para avaliação do efluxo de forma i) direta, pela deteção preliminar da 
atividade de efluxo pelo método de “Cartwheel” em placa de agar e confirmação da 
atividade de efluxo pela realização de ensaios de fluorometria em tempo real (após 
otimização do protocolo experimental) usando brometo de etídio como substrato de 
efluxo universal; e ii) indireta, pela determinação de concentrações mínimas inibitórias 
(CMIs) de antibióticos e brometo de etídio na presença e ausência de IEs. Os resultados 
permitiram concluir que os três isolados clínicos MDR possuem atividade aumentada de 
efluxo em relação à estirpe de referência A. baumannii ATCC19606T, em particular o 
isolado AB-2 e também quais os IEs que melhor potenciaram a acumulação de EtBr nas 
células e causaram redução significativa das CMIs dos antibióticos, o que adiciona 
interesse ao estudo destes compostos como potenciais adjuvantes terapêuticos e 
sublinha a importância do efluxo como o primeiro passo na aquisição de resistência em 








The rapidly spreading of multidrug resistant (MDR) Acinetobacter baumannii 
isolates is not only alarming, but urges the need for the development of alternative 
therapeutic options, by limiting the available options for the treatment of these serious 
infections. The activity of bacterial efflux systems is recognized as one of the 
mechanisms for antimicrobial resistance; furthermore, efflux inhibitors (IEs) are 
regarded as potential adjuvants in the treatment of MDR infections. In A. baumannii, 
there are several efflux mechanisms described, that play a role in the acquisition of 
MDR phenotype, in similarity to other Gram-negative bacteria. Therefore, the aim of 
this work was to determinate the contribution of efflux pump systems to the 
development of multidrug resistance in A. baumannii clinical isolates. Hence, we 
studied efflux activity in three A. baumannii clinical sequential isolates (AB-1, AB-2 e 
AB-3), by i) direct measurement of efflux using the agar “Cartwheel” method and real 
time fluorometry assays (after protocol optimization) using agar ethidium bromide 
(EtBr) as a broad efflux substrate, and ii) indirect measurement of efflux (by 
determining the minimal inhibitory concentrations (CMIs) of antibiotics and EtBr in the 
presence and absence of IEs. The results obtained allowed us to conclude that all three 
A. baumannii clinical isolates exhibit greater efflux activity, when compared to the type 
strain A. baumannii ATCC19606T, in particular AB-2 isolate; also, we demonstrated 
which IEs were more efficient in triggering intracellular accumulation of EtBr and 
reducing significantly the MIC values for antibiotics and EtBr. This supports efflux 
pump’s systems as the first step towards the acquisition of multidrug resistance in 
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MER Meropenem 
MFP Do inglês “membrane fusion protein” 
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M.O. Microscópio óptico 
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OMP Do inglês “outer-membrane protein” 
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PBS Do inglês “phosphate buffered saline” 
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pm Peso molecular 
QRDR Do inglês “Quinolone resistance determining region" 
RD Rifampicina 
RNA Ácido ribonucleico, do inglês “ribonucleic acid” 
RND Do inglês “Resistance nodulation division” 
rRNA RNA ribossómico, do inglês “ribossomal ribonucleic acid” 
SMR Do inglês “Small multidrug resistance” 
SXT Trimetoprim-sulfametoxazol 
TE Tetraciclina 
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TOB Tobramicina 
tRNA RNA transportador, do inglês “transfer ribonucleic acid” 
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1.1 Género Acinetobacter  
O género Acinetobacter - do grego “akinetos”, que significa sem motilidade – 
pertence à família Moraxellaceae e ordem Pseudomonadales. Este género foi 
oficialmente reconhecido em 1971, com base no trabalho desenvolvido por Baumann et 
al., publicado em 1968 (1,2). É composto por bactérias Gram-negativas, sem 
motilidade, aeróbios estritos, oxidase-negativo e catalase-positivo, não fermentadoras 
de glucose e com um conteúdo G+C de 39% a 47% no seu DNA (1,3). Algumas 
espécies deste género são ambientais, como Acinetobacter calcoaceticus, enquanto 
outras são responsáveis por infeções em humanos e animais, como Acinetobacter pittii, 
Acinetobacter nosocomialis e Acinetobacter baumannii (1,2,4–6). Embora A. 
baumannii esteja maioritariamente envolvido nas infeções nosocomiais de humanos e 
animais, pode ser também encontrado na comunidade, mas com muito menos 
frequência (1). Este agente coloniza a pele e mucosas de humanos e animais (7–9) e já 
foi descrito o seu isolamento em vegetais (10), solo e águas (1,8,11,12). No entanto, 
permanece por esclarecer se o seu isolamento, embora pouco frequente, é resultado de 
contaminação ambiental pelo reservatório hospitalar ou indicativo da existência de um 
reservatório natural desta espécie (8,13).  
O género Acinetobacter é atualmente composto por 46 espécies 
(http://www.bacterio.net/acinetobacter.html, acedido em Fevereiro 2016) e 18 grupos 
genómicos (7,14). O complexo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii 
é constituído por espécies geneticamente próximas e fenotipicamente idênticas: A. 
calcoaceticus, A. pittii, A. nosocomialis e A. baumannii (7). A espécie A. calcoaceticus 
(espécie genómica 1) possui pouca importância clínica embora tenha já sido descrito o 
seu envolvimento em pneumonias e bacteriemia (15,16), enquanto que A. baumannii 
(espécie genómica 2) apresenta maior importância no contexto da infeção humana e 
maior desenvolvimento de resistência aos antibióticos do que A. pittii (espécie 
genómica 3) (7), e maior mortalidade associada do que A. nosocomialis (espécie 
genómica 13U) (17,18).   
 
 2 
1.1.1 Acinetobacter baumannii 
1.1.1.1 Características gerais 
A espécie Acinetobacter baumannii compreende bactérias Gram-negativas, não-
móveis, aeróbias estritas, não fermentadoras de glucose, oxidase-negativo e catalase-
positivo (1,3). A. baumannii apresenta crescimento em meio de cultura não seletivo 
após 24 a 48 horas de incubação a 37ºC (7), podendo crescer em diferentes condições 
de temperatura, pH e disponibilidade de nutrientes (2).Em meio de gelose sangue, após 
incubação a 37ºC durante 24 a 48 horas, A. baumannii apresenta colónias lisas e 
mucoides, não hemolíticas, com coloração amarelo pálido a cinzento (3,7,19,20) como 
se observa na Figura 1(A). 
Microscopicamente, são observados em forma de cocos/cocobacilos com cerca 
de 1,5 µm de comprimento (3,19).  Pelo método de coloração de Gram, é possível 




  Figura 1 - Estirpe de referência Acinetobacter baumannii ATCC19606T 
(A) crescimento em meio de gelose sangue (37ºC, 24 horas); (B) 
coloração de Gram (M.O. 1000x). Fonte: Original da autora. 
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1.1.1.2 Parede celular 
Em A. baumannii, a constituição da parede celular é idêntica à de outras 
bactérias Gram-negativas, como se representa na Figura 2. A camada mais interna da 
parede celular é constituída pela membrana citoplasmática (MC), formada por uma 
bicamada de fosfolípidos e intercalada por proteínas de membrana, que regula a 
passagem de metabolitos para dentro e fora do citoplasma. Participa também na 
regulação osmótica e do pH, síntese de fosfolípidos e peptidoglicano, entre outras 
funções. Uma fina camada de peptidoglicano envolve a MC, conferindo-lhe rigidez e 
estrutura, sobre o qual se encontra o periplasma (P), um espaço elástico e poroso repleto 
de atividade enzimática e de transporte de moléculas. A membrana externa (ME), 
exclusiva das bactérias Gram-negativas, constitui uma barreira adicional formada por 
fosfolípidos, polissacáridos e proteínas (21,22).  
 
Figura 2 - Representação esquemática da parede celular de bactérias Gram-negativas. 
Legenda: LPS – lipopolissacárido. (Adaptado de 22) 
 
 A resistência intrínseca observada em A. baumannii e noutras bactérias Gram-
negativas deve-se em grande parte à impermeabilidade aos agentes hidrofóbicos da ME 
bacteriana, constituída por lipopolissacárido (LPS), porinas pouco permeáveis e bombas 
de efluxo com um largo espectro de substratos. Segundo alguns autores, a ME de A. 
baumannii contribui para a defesa contra a ação dos péptidos antimicrobianos, para a 




1.1.1.3 Patogénese e virulência 
Os principais fatores que contribuem para a virulência e patogenicidade de A. 
baumannii incluem a i) capacidade de sobrevivência no meio ambiente, numa grande 
variedade de superfícies e materiais inertes, com diferentes condições de humidade e 
temperatura (2,7); ii) formação de biofilmes, favorecendo a ocorrência de pneumonias 
associadas a ventiladores, infeções do trato urinário e de feridas cirúrgicas, entre outras 
(2,3,7,20) e iii) presença de proteínas de membrana externa (OMP, do inglês “Outer-
membrane proteins”) (2). As OMPs têm reconhecida função na fisiologia bacteriana, 
como na aderência, invasão e resistência no hospedeiro, manutenção da estrutura 
celular, e ligação a uma grande variedade de substâncias, incluindo transporte passivo e 
ativo destas (24). A OMP mais abundante em A. baumannii, OmpA, interage com as 
células epiteliais do hospedeiro induzindo citotoxicidade, disfunção mitocondrial e 
libertação de substâncias que resultam em apoptose celular (2,25). Esta proteína está 
também envolvida na resistência à ação do complemento, na formação de biofilmes e na 
resistência aos carbapenemos (2,24). 
 
1.1.1.4 Importância clínica e terapêutica 
A. baumannii é um agente patogénico oportunista, responsável por inúmeros 
surtos de infeção, na sua maioria nosocomial, a nível mundial (7), sobretudo em doentes 
com quadro clínico de imunossupressão (2,3,7,20). Causa pneumonias associadas a 
ventiladores, infeções do trato urinário, bacteriemia, infeções de feridas cirúrgicas e 
queimaduras, endocardite, septicémia, e, mais raramente, meningite (2,3,7,20). Têm 
maior predisposição para desenvolver infeção por A. baumannii os doentes com 
imunossupressão que são submetidos à colocação de drenos ou cateteres, próteses (2,7), 
quimioterapia, cirurgias invasivas ou transplantes de órgãos (6,26,27), e geralmente 
expostos a terapêutica antibiótica empírica (28).  
A renovada importância clínica de A. baumannii deve-se à emergência e rápida 
disseminação da resistência aos antibióticos (1,7,27), facilitada pela ocorrência de 
transferência horizontal de genes e à já anteriormente referida capacidade de 
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persistência no ambiente e formação de biofilmes (7,29,30). Os isolados clínicos 
multirresistentes aos antibióticos (MDR, do inglês “multidrug resistant”), que 
apresentam resistência adquirida a pelo menos um antibiótico pertencente a três ou mais 
classes de antibióticos (31), são os mais preocupantes a nível hospitalar (8). 
Os carbapenemos são os antibióticos de primeira-linha no tratamento das 
infeções por A. baumannii, principalmente meropenem e imipenem (2,7,32). Outros 
antibióticos utilizados na terapêutica incluem outros β-lactâmicos (ex.: cefalosporinas 
de terceira geração), as fluoroquinolonas (ex.: ciprofloxacina), os aminoglicosídeos (ex.: 
gentamicina, tobramicina, amicacina) e as tetraciclinas (ex.: tigeciclina, minociclina) 
(7,19,32,33). 
Em 2015, o “European Centre for Disease Prevention and Control” (ECDC) 
reportou que em 2012, mais de 50% dos isolados de Acinetobacter spp. em países 
europeus eram resistentes a uma ou mais das seguintes classes de antibióticos: 
carbapenemos, fluoroquinolonas e aminoglicosídeos. Os países do Sul da Europa 
apresentaram uma maior percentagem de resistência aos antibióticos em relação aos 
países do Norte da Europa (34,35). As opções terapêuticas, nestes casos, são limitadas, 
restringindo-se à administração de antibioterapia em combinação (36) ou ao uso de 
polimixinas, como último recurso (37–39). 
A colistina é presentemente administrada como último recurso terapêutico 
contra a infeção por isolados de A. baumannii MDR (37,38). No entanto, apesar de a 
colistina apresentar atividade in vitro contra a maioria das estirpes de A. baumannii 
(30), foram já reportados isolados clínicos resistentes às polimixinas (30,35,37–39). 
Adicionalmente, os países europeus com elevada incidência de Acinetobacter spp. 
resistentes aos carbapenemos reportam também o aparecimento de resistência às 
polimixinas (34), o que se traduz na restrição, ainda mais severa, de alternativas 
terapêuticas para o tratamento destas infeções (38,40).   
Foi igualmente reportado o aparecimento de heteroresistência à colistina em A. 
baumannii, caracterizada pela existência simultânea numa população bacteriana de 
subpopulações com diferentes perfis de suscetibilidade aos antibióticos (41–46). A 
presença de mecanismos fisiológicos e genéticos explica a variabilidade da população 
bacteriana sujeita a pressão antibiótica (28,41), pela ocorrência de alterações ao nível da 
parede celular com alteração da permeabilidade, bem como à sobrexpressão de bombas 
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de efluxo motivada pela ativação de sistemas reguladores que permitem controlar a 
exposição dos alvos intracelulares aos antibióticos (47,48) e que permitem a 
sobrevivência de uma parte da população até que surjam mutações em genes que 
confiram resistência duradoura ao antibiótico (28). Nestas situações, a administração de 
monoterapia antibiótica levará à erradicação da população suscetível e à sobrevivência 
da população resistente pelo que a administração de terapêutica múltipla é mandatória 





1.2 Agentes antimicrobianos e seus mecanismos de ação  
Os agentes antimicrobianos exercem a sua atividade nas bactérias através de 
vários mecanismos: 1) inibição da síntese da parede celular; 2) inibição da síntese 
proteica; 3) inibição da síntese de ácidos nucleicos; (4) inibição competitiva de 
metabolitos essenciais e 5) alteração da permeabilidade da membrana celular (30,49–




Figura 3 - Representação esquemática dos principais mecanismos de ação dos antibióticos e 
alguns exemplos de cada classe. Legenda: MC – membrana citoplasmática, PABA – ácido 4-
aminobenzóico, DHFA – ácido dihidrofólico; THFA – ácido tetrahidrofólico. (Adaptado de 51). 
 
Os antibióticos β-lactâmicos (ex.: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos) 
atuam por inibição da biossíntese da parede celular através da sua interação com as 
“penicillin-binding proteins” (PBPs), impedindo a biosíntese do peptidoglicano, 
causando defeitos estruturais e a disrupção da parede celular (52). 
A inibição da síntese proteica pode ocorrer pela inibição da síntese de RNA ou 
por inibição completa da síntese proteica: os aminoglicosídeos ligam-se ao 16S rRNA 
na subunidade ribossómica 30S (53) e as tetraciclinas inibem a síntese proteica 
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bacteriana ao nível da subunidade ribossómica 30S causando a interrupção da ligação 
do complexo tRNA-aminoácido ao ribossoma (1). 
A rifampicina e as fluoroquinolonas atuam pela inibição da síntese dos ácidos 
nucleicos. A rifampicina inibe a transcrição ao ligar-se à subunidade β da RNA 
polimerase, impedindo a síntese do mRNA. As fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina 
e o ácido nalidíxico, têm como alvo as enzimas DNA girase e topoisomerase IV, 
impedindo a replicação, transcrição, recombinação e reparação do DNA (54–56).  
As sulfonamidas e o trimetoprim são inibidores competitivos e quando usados 
em simultâneo, inibem a síntese de DNA por inibição de dois passos sucessivos da 
cadeia metabólica que conduz à formação de ácido fólico, essencial para a célula 
bacteriana (57). 
Por fim, as polimixinas (ex.: polimixina B e colistina) são antibióticos péptidos 
catiónicos carregados positivamente, que interagem com o lípido A do lipopolissacárido 
(LPS) (carga negativa), causando disrupção da membrana externa bacteriana e a perda 




1.3 Mecanismos de resistência aos agentes antimicrobianos 
Tal como noutras bactérias Gram-negativas, os principais mecanismos de resistência 
em A. baumannii incluem: i) alteração/modificação/eliminação do alvo do antibiótico; 
ii) produção de enzimas inativadoras do antibiótico (ex.: β-lactamases); iii) alterações 
da permeabilidade celular (ex.: alteração/diminuição da quantidade de canais de 
transporte de solutos - as porinas - diminuindo a entrada dos antibióticos); e iv) 
sobrexpressão ou expressão constitutiva de bombas de efluxo (BEs) (ex.: redução da 
acumulação intracelular do antibiótico) (30,58,59). Os principais mecanismos de 
resistência em A. baumannii por classe de antibiótico estão representados na Tabela 1. 
 
 
Tabela 1 - Principais mecanismos de resistência aos antibióticos em A. baumannii 
(Adaptado de 49). 
Classe de antibióticos Principais mecanismos de resistência em A. baumannii 
β-lactâmicos 
(1)Produção de β-lactamases; (2) modificação de PBPs; (3) 
diminuição expressão/perda de OMPs; (4) efluxo 
Aminoglicosídeos 
(1)Enzimas modificadoras/inativadoras; (2) modificação do 
16sRNA; (3) efluxo 
Fluoroquinolonas 
(1) Mutações nos genes gyrA, gyrB (DNA girase), parC e 
parE (topoisomerase IV); (2) efluxo 
Tetraciclinas (1)Proteção do alvo; (2) efluxo 
Rifampicina (1) Mutação do gene rpoB (2) efluxo 
Sulfamidas e trimetoprim (1) Produção de variantes das enzimas alvo 
Polimixinas 




Em A. baumannii, o desenvolvimento de resistência aos antibióticos deve-se não 
só à sua capacidade de sobrevivência no hospedeiro humano e meio ambiente, o que 
facilita a aquisição horizontal de elementos genéticos móveis (ex.: plasmídeos, 
integrões, transposões) mas também à sua capacidade de sobrevivência e adaptabilidade 
à pressão antibiótica quando infeta o hospedeiro humano, através da associação de 
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mecanismos de resistência intrínseca: impermeabilidade celular e a sobrexpressão ou 
expressão constitutiva de BE (30,49,59,60). Do mesmo modo, tal como anteriormente 
referido, os canais de transporte, as porinas, contribuem para o desenvolvimento da 
resistência, através de variações na sua estrutura ou regulação da expressão, em resposta 
à presença dos antibióticos (60).  
A produção de β-lactamases de origem cromossómica ou adquirida através de 
elementos genéticos móveis confere resistência aos β-lactâmicos em A. baumannii, 
como por exemplo penicilinas, ampicilina, cefalosporinas e carbapenemos (1,49). 
Outros mecanismos de resistência aos β-lactâmicos descritos em A. baumannii incluem 
a modificação das PBPs, a sobrexpressão de bombas de efluxo (20,49,61) e a 
diminuição da expressão ou perda de OMP, como a CarO, que confere resistência ao 
imipenem e meropenem (62).  
Tal como noutras bactérias Gram-negativas, a resistência aos aminoglicosídeos 
em A. baumannii ocorre pela produção de enzimas modificadoras destes antibióticos, 
como acetiltransferases, nucleotidiltransferases e fosfotransferases (1,53). Outros 
mecanismos são o efluxo ativo destes antibióticos (1,61,63) e a metilação do 16S rRNA 
que impede a ligação do antibiótico e confere resistência de alto nível a todos 
aminoglicosídeos com relevância clínica, como por exemplo a gentamicina, tobramicina 
e amicacina (53,64,65). 
O principal mecanismo de resistência às fluoroquinolonas em A. baumannii 
deve-se à presença de mutações, sobretudo na região QRDR (do inglês “quinolone 
resistance determining region”), em genes que codificam para as subunidades que 
constituem estas duas enzimas: gyrA e gyrB (DNA girase) e parC e parE 
(topoisomerase IV) (54,56). Adicionalmente, a sobrexpressão de bombas de efluxo 
pode contribuir para o desenvolvimento de resistência a estes agentes (20,61). 
A resistência à ação das tetraciclinas em A. baumannii ocorre através da 
proteção ribossomal, mediada pelos genes tet(M) e tet(O) e o efluxo, mediada pelos 
genes tet(A) e tet(B) (1,60,61). 
A resistência ao trimetoprim e sulfametoxazol ocorre principalmente pela 
modificação do alvo através da presença de genes que codificam para variantes 
alternativas das enzimas alvo destes antibióticos (57). 
 
 11 
A resistência à rifampicina em A. baumannii ocorre por mutações no gene rpoB 
(que codifica para a subunidade β da RNA polimerase), o que impede a ligação deste 
antibiótico ao alvo (66). Adicionalmente, pode ocorrer por alterações da permeabilidade 
da ME (67) e efluxo ativo deste agente (1,61). 
Por fim, a resistência à colistina, embora ainda pouco reportada, tornou-se 
emergente em A. baumannii (38,39). Os mecanismos mais comuns de resistência à 
colistina em A. baumannii são a perda do LPS (68), pela presença de mutações ou 
elementos de inserção nos genes que codificam o lípido A, inativando a sua biossíntese 
(37,40,69) Desta forma, a diminuição da carga negativa da membrana bacteriana 
diminui a capacidade de ligação da colistina, que tem carga positiva (39,44). Outros 
possíveis mecanismos incluem a inativação enzimática do antibiótico e efluxo (70). Até 
à data, apenas um número muito reduzido de registos na literatura reportam fenómenos 
de efluxo associados à resistência à colistina em A. baumannii, sendo ainda um assunto 




1.4 Sistemas de efluxo em bactérias Gram-negativas e em A. 
baumannii  
As bombas de efluxo são proteínas da membrana que têm como função proteger as 
células de efeitos tóxicos, facilitando a saída de moléculas nocivas para o espaço 
extracelular (60,73). Não só contribuem para o efluxo dos antibióticos, mas para a 
extrusão de compostos químicos, indicando que estas contribuem para a sobrevivência 
da bactéria no seu nicho ecológico (74). 
A resistência aos antibióticos mediada por efluxo é hoje reconhecida como um 
importante mecanismo de resistência em bactérias (20,60,73). As BEs apresentam uma 
variada especificidade de substratos, sendo que as bombas de efluxo de largo espectro 
têm a capacidade de expulsar mais de uma classe de antibióticos ou outros compostos 
antimicrobianos (73,75). A sobrexpressão destas BEs, capazes de expelir antibióticos de 
diferentes classes, contribui para o desenvolvimento do fenótipo de multirresistência 
aos antibióticos, designado por “multidrug resistance” (MDR) em A. baumannii (73,75–
78). Em A. baumannii, estes sistemas de efluxo são codificados no cromossoma e 
podem ser intrínsecos ou adquiridos (20,79,80). 
A sobrexpressão e a expressão constitutiva de BEs em bactérias podem representar 
o primeiro passo na aquisição de resistência aos antibióticos (61,79,81). Ao diminuir a 
concentração intracelular destes fármacos, é permitida a sobrevivência da célula 
bacteriana, durante um período de tempo geracional suficiente para a aquisição de 
outros mecanismos de resistência, como são exemplo as mutações em genes que 
codificam para os alvos dos antibióticos (82,83).  
Este modelo de evolução da resistência, conhecido como “arrow of time” foi 
proposto em algumas bactérias, como Streptococcus pneumoniae (83) ou em 
micobactérias (83,84). Adicionalmente, a sobrexpressão ou expressão constitutiva de 
BEs podem conferir resistência cruzada a vários antibióticos de classes diferentes, 
outros agentes terapêuticos não antibióticos (85), antissépticos, biocidas e desinfetantes 
(61,86,87), como a clorohexidina (88).  
Em bactérias Gram-negativas, os sistemas de efluxo podem agrupar-se em cinco 
grupos de acordo a sua relação estrutural, funcional e relação filogenética: i) 
superfamília “ATP-binding cassette” (ABC), transportadores primários cuja fonte de 
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energia é a hidrólise de ATP (86); ii) família “Small multidrug resistance” (SMR); iii) 
família “Multidrug and toxic compound extrusion” (MATE); iv) “Major facilitator 
superfamily” (MFS) e v) família “Resistance nodulation cell division” (RND), que são 
transportadores secundários, usando o gradiente iónico como fonte de energia 
(20,61,89).  
Na Figura 4 estão representados os sistemas de efluxo em bactérias Gram-negativas 
e as respetivas fontes de energia necessárias para o transporte ativo de moléculas: 
protões hidrogénio (H+) (RND, MFS e SMR), sódio (Na+) (MATE) ou pela hidrólise de 













1.4.1 Família “ATP-binding cassette” (ABC) 
A superfamília ABC engloba BE cuja fonte de energia resulta da hidrólise de 
ATP, para transporte de açúcares, aminoácidos, iões, fármacos, polissacáridos e 
proteínas. Estes transportadores são raramente encontrados em bactérias (47,90).  
  
Figura 4 - Representação esquemática das bombas de efluxo e suas fontes de energia em 






1.4.2  “Major facilitator superfamily” (MFS) 
A família MFS está envolvida no transporte de açúcares, metabolitos, aniões e 
fármacos. Estas BEs participam no efluxo de antibióticos como tetraciclinas e 
macrólidos (47). A BE AmvA confere resistência a corantes, detergentes e eritromicina 
(61,63). A sobrexpressão do gene amvA foi detetada em isolados clínicos de A. 
baumannii com aumento da resistência aos antibióticos (61,91). Além desta BE, em A. 
baumannii estão descritas várias bombas de efluxo Tet, que conferem resistência às 
tetraciclinas: TetA (tetraciclina) e TetB (tetraciclina e minociclina) são as mais 
prevalentes (60,61).  
1.4.3 Família “Small multidrug resistance” (SMR) 
A família SMR utiliza a força protónica como fonte de energia. Exemplos destas 
BEs são a QacE, confere resistência a compostos de amónio quaternário (61) e a AbeS, 
que confere resistência de baixo nível ao cloranfenicol, fluoroquinolonas, eritromicina, 
detergentes e corantes em A. baumannii (20,61).  
1.4.4 Família “Multidrug and toxic compound extrusion” (MATE) 
Os membros da família MATE utilizam o gradiente de Na+ como fonte de 
energia para o efluxo de corantes e antibióticos (47). A bomba de efluxo AbeM 
participa no efluxo de aminoglicosídeos, fluoroquinolonas (norfloxacina, ofloxacina) 
gentamicina, brometo de etídio (EtBr), eritromicina, cloranfenicol e trimetoprim 
(60,61). A sobrexpressão do gene abeM foi descrita em isolados clínicos sem relação 
com a resistência aos antibióticos, o que sugere que esta BE tenha pouca contribuição 




1.4.5 Família “Resistance nodulation cell division” (RND) 
Os sistemas de efluxo da superfamília RND possuem uma grande variedade de 
substratos e são compostos por três componentes: uma proteína de membrana interna 
(bomba RND), uma proteína periplasmática (MFP, do inglês “Membrane fusion 
protein”) e um canal de ligação ao exterior designado por fator de membrana externa 
(OMF, do inglês “Outer membrane factor”) (20,61,92).  
São os sistemas de efluxo mais abundantes e bem caracterizados em A. 
baumannii bem como noutras bactérias Gram-negativas (74), devido à sua importância 
clínica e contribuição para a resistência intrínseca (20,61). Em A. baumannii estão 
descritos três sistemas de efluxo RND: AdeABC e AdeFGH (resistência adquirida) e 
AdeIJK (resistência intrínseca) (20,92).  
O sistema de efluxo AdeABC (do inglês “Acinetobacter drug efflux”) foi o 
primeiro a ser caracterizado em A. baumannii (61,80,92,93). É composto por três 
componentes codificados pelo operão adeABC: a proteína periplasmática AdeA, 
transportador AdeB e o fator de membrana externa AdeC. A sobrexpressão do sistema 
de efluxo AdeABC contribui para a resistência adquirida e para o fenótipo MDR em A. 
baumannii (61,74,92). Os seus substratos de eleição incluem os aminoglicosídeos, β-
lactâmicos (sobretudo cefepime e cefotaxime), fluoroquinolonas, tetraciclinas, 
tigeciclina (1), macrólidos (eritromicina), cloranfenicol, trimetoprim, carbapenemos e 
ainda compostos quaternários como o EtBr (60,61,78), biocidas, detergentes, 
antissépticos e corantes (61,94). 
O sistema de efluxo AdeIJK, codificado pelo operão adeIJK, é específico de A. 
baumannii (61). Contribui para a resistência intrínseca aos β-lactâmicos 
(cefalosporinas), fluoroquinolonas, tetraciclinas, eritromicina, tigeciclina, lincosamidas, 
rifampicina, cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol e ácido fusídico (61,95), 
biocidas, detergentes, antissépticos e corantes (61,94,95). 
Por fim, o sistema de efluxo AdeFGH, codificado pelo operão adeFGH, 
contribui para a resistência adquirida e tem como substratos preferenciais as 
fluoroquinolonas, cloranfenicol, trimetoprim e clindamicina, tetraciclinas, tigeciclina e 




Os principais sistemas de efluxo em A. baumannii que contribuem para o 
desenvolvimento da resistência aos antibióticos e seus substratos, acima descritos, estão 
sumarizados e apresentados na Tabela 2.  
 
 






































































































AdeABC1 + + + +   +  + + + + 
AdeDE2 + + + + +  +  +   + 
AdeFGH3   + +      +  + 
AdeIJK4 +  + + +  + + + + +  
MFS 
AmvA5       +    +  
TetA6    +         
TetB7    +         
CmlA8 + + + + +    +    
MATE ABeM9  + + +   +  + +  + 
SMR ABeS10   +    +  +  +  
Fontes: 1  (1,78,96); 2 (61,97); 3, 10 (20,61,95); 4  (61,95,96) 5   (61,96); 6, 7, 8, 9  (60,61).  
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1.5 Inibidores de efluxo e mecanismos de ação 
Os inibidores de efluxo (IEs) são compostos com potencial terapêutico que inibem 
a atividade das BE através de vários mecanismos (20,75). Os IEs têm a capacidade de 
reverter o fenótipo de resistência a um ou mais antibióticos aos quais as bactérias são 
inicialmente resistentes. A utilização terapêutica destes compostos poderá amplificar as 
opções terapêuticas dos antibióticos para o tratamento das infeções por estirpes MDR de 
A. baumannii (20,75,77). 
A inibição da atividade de sistemas de efluxo em bactérias Gram-negativas pode 
ocorrer por i) alteração da regulação da expressão de BE; ii) inibição de um dos 
componentes funcionais da BE; iii) bloqueio do canal da membrana externa; iv) 
inibição direta/indireta da fonte de energia da BE; v) inibição competitiva ou não, por 
compostos não-antibióticos com afinidade para locais da BE e vi) alteração da estrutura 
química dos antibióticos para reduzir a sua afinidade para o local de ligação (20,98). Em 
alguns casos, os IEs têm a capacidade de reverter a resistência para um fenótipo de 
suscetibilidade para um ou mais antibióticos aos quais a bactéria era inicialmente 
resistente (20,75,77). 
Após revisão bibliográfica foram selecionados seis IEs para este trabalho, com 
base na demonstração da sua atividade inibitória de efluxo em A. baumannii ou noutras 
bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Os IEs 
selecionados foram: i) “Phenylalanine-arginine β-naphthylamide” (PAβN); ii) 
“Carbonyl cyanide-m-chlorophenylhydrazone” (CCCP) iii) Verapamil (VP); iv) “1-(1-
naphthylmethyl) -piperazine” (NMP); v) Clorpromazina (CPZ) e vi) Tioridazina (TZ).  
O PAβN é um composto péptido-mimético, considerado um IE de largo espectro 
(20,89), sendo muito utilizado em ensaios para avaliação da atividade de efluxo em 
bactérias (99). O mecanismo inibitório proposto consiste no seu papel como inibidor 
competitivo, sendo reconhecido pelas BEs como substrato competitivo em vez dos 
antibióticos alvo do efluxo (89,99). Desta forma, o PAβN é expelido preferencialmente 
para o exterior da célula pelas BEs, o que promove a acumulação e aumento da 
concentração intracelular do antibiótico. O efeito competitivo do PAβN varia consoante 
o antibiótico e a BE em questão (89). Adicionalmente, o PAβN tem a capacidade de 
permeabilizar a membrana celular, mesmo em baixas concentrações (100) e a sua 
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toxicidade é um entrave para a sua aplicação terapêutica (99). Em Pseudomonas 
aeruginosa, este IE demonstrou a capacidade de reverter a resistência e diminuir as 
concentrações mínimas inibitórias (CMIs) para os macrólidos (99), β-lactâmicos, 
tetraciclinas, cloranfenicol (20,100) e fluoroquinolonas (100). Em A. baumannii, o 
PAβN demonstrou reduzir as CMIs do trimetoprim, cloranfenicol em especial da 
clindamicina (101). Este IE é muito utilizado em ensaios para avaliar a atividade de 
efluxo e o seu efeito sobre os antibióticos em várias bactérias (99). 
O CCCP é um desacoplador energético que interfere com o gradiente 
eletroquímico da membrana bacteriana, inibindo as BE que utilizam a força protónica 
como fonte de energia (RND, MATE, MFS e SMR) (20,99). À semelhança de outros 
compostos que afetam a célula a um nível energético, o CCCP interfere com a 
viabilidade membranar bacteriana (99). É também extremamente tóxico quer para 
células bacterianas quer para as células eucariotas (86). Em A. baumannii, a utilização 
de CCCP diminui consideravelmente a CMI para as fluoroquinolonas, cloranfenicol, 
gentamicina, amicacina, ceftazidima e imipenem (20). 
O VP é um inibidor de efluxo que possui atividade em células eucariotas e 
procariotas, que atua pela inibição do transporte de iões potássio (K+) e também cálcio 
(Ca2+), limitando o acesso e a função das ATPases dependentes de iões de cálcio 
(20,82,99). Este inibidor de efluxo é utilizado nas bombas de efluxo MDR em células 
tumorais e parasitárias (99). Embora tenham a capacidade de inibir os transportadores 
ABC, envolvidos no efluxo de antibióticos, as concentrações requeridas para este efeito 
são neurotóxicas (99). O seu efeito em bactérias Gram-negativas ainda não se encontra 
bem estabelecido (102), mas tem demonstrado excelentes efeitos na inibição do efluxo 
em bactérias Gram-positivas (99) e micobactérias (102,103). 
O NMP é uma arilpiperazina derivada dos ligandos dos receptores de serotonina, 
um importante neurotransmissor (76,104). O seu mecanismo de ação ainda não está 
esclarecido (77,99), mas é possível que atue por inibição competitiva, como o PAβN 
(77) e sugere-se a existência de mecanismos de ação alternativos ou adicionais, pois é 
pouco eficaz na acumulação intracelular de substratos das BEs (99). Embora o PAβN 
seja mais eficiente na redução de CMIs quando utilizado em baixas concentrações, o 
NMP é mais eficaz quando utilizado em concentrações elevadas (77). Este IE tem a 
capacidade de reverter parcialmente a multirresistência em A. baumannii (20,99) e 
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aumentar a concentração intracelular de EtBr (105). A sua utilização terapêutica em 
humanos e animais é pouco provável, devido a ser um agonista da serotonina (99).   
As fenotiazinas são utilizadas na terapêutica como agentes anti-psicóticos ou anti-
histamínicos (106). A CPZ e TZ são as fenotiazinas mais estudadas, com reconhecida 
atividade antimicrobiana (107,108). Sugere-se que as fenotiazinas inibam a atividade 
das bombas de efluxo dependentes do gradiente protónico, por interação direta com as 
BEs (106) ou por bloqueio dos canais de cálcio, impedindo a hidrólise de ATP (109). 
Deste modo, as fenotiazinas inibem a fonte energética das BEs e consequentemente o 





1.6 Métodos para a deteção da atividade de efluxo em bactérias 
Com a contribuição do efluxo para a disseminação de isolados clínicos MDR 
tornou-se necessário o desenvolvimento de metodologias para sua deteção e 
caracterização do efluxo em bactérias (75,111).  
Existem vários métodos para a deteção da atividade de efluxo em bactérias (73). 
Esta pode ser inferida indiretamente através da determinação das CMIs para diferentes 
substratos na presença dos IEs (73,112). O método de “Cartwheel” e os ensaios 
fluorométricos em tempo real são úteis para aferição direta da atividade de efluxo em 
bactérias. Através do método de “Cartwheel” em placa de agar é possível detetar de 
forma grosseira uma atividade de efluxo aumentada em isolados clínicos (112,113). Os 
ensaios fluorométricos possibilitam a confirmação destes resultados através da 
monitorização fina do efluxo de EtBr em tempo real nos isolados em estudo (73,113) e 
também uma avaliação preliminar do efeito inibitório dos IEs (75). Estes dois métodos 
utilizam o EtBr como substrato de bombas de efluxo (73,75) O EtBr emite um sinal de 
fluorescência forte no interior das células ao captar electrões das proteínas e ácidos 
nucleicos aí existentes, e um sinal fraco quando efluxado pelas bactérias Gram-
negativas para o espaço extracelular. Assim, é possível diferenciar onde se localiza este 
composto se usado a concentrações baixas e de equilíbrio, que não interfiram com a 
viabilidade celular penetrando no citoplasma da bactéria, indo intercalar-se com o seu 
cromossoma e afetando a replicação celular (111,112,114). Quanto maior for a 
fluorescência emitida, maior será a concentração intracelular de EtBr, e vice-versa 
(114). 
1.6.1 Método fluorométrico semi-automático para monitorização do 
transporte de EtBr em tempo real 
O método fluorométrico semi-automático permite analisar a entrada e extrusão 
de EtBr em tempo real através da utilização do termociclador em tempo-real Rotor-
Gene 3000TM (111,113,114).  
 
 21 
Neste trabalho, foi utilizado o protocolo de fluorometria em tempo real 
desenvolvido e implementado na Unidade de Microbiologia Médica do IHMT 
(114,115). Para a realização deste ensaio são necessárias as seguintes condições para 
cada isolado em estudo: i) determinar a concentração EtBr na qual o isolado apresenta 
uma acumulação de EtBr basal que resulta do equilíbrio entre a entrada por difusão 
passiva e saída por efluxo ativo (este valor não deve ultrapassar os 10-15% de 
fluorescência máxima no intervalo de tempo definido); ii) definir a concentração de IE a 
testar para que não afete a viabilidade celular (todos os compostos foram utilizados em 
concentrações sub-inibitórias) e iii) garantir que o EtBr, a glucose e o IE não afetam a 
viabilidade celular.  
Num ensaio de acumulação de EtBr é observada a capacidade de acumulação 
deste composto no interior da célula: quanto maior for a sua acumulação intracelular, 
menor será a capacidade de efluxo. Na presença de um IE verifica-se uma maior 
acumulação de EtBr “intracelular” devido ao bloqueio da atividade de efluxo. A 
diferença entre estes dois valores de fluorescência (∆) corresponde à capacidade do IE 
de inibir o efluxo de EtBr, uma vez que a concentração deste composto reflete a 
capacidade de extrusão celular, como representado na Figura 5.  
 
 
Figura 5 - Representação gráfica de um ensaio de acumulação de EtBr. 
 
A diferença de fluorescência entre as duas curvas (curva negra –isolado apenas 
com adição de EtBr; curva cinza – isolado com adição de EtBr e IE) indica a 
acumulação de EtBr ao longo do tempo, que ocorreu devido à ação do IE, permitindo 
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analisar e comparar a capacidade inibitória do composto em estudo. Para cada inibidor 
determinou-se um coeficiente relativo de inibição designado por fluorescência final 
relativa (FFR), para permitir a comparação entre os vários IEs. Nesta fórmula, a 
fluorescência relativa no último ponto do gráfico de acumulação na presença do IE é 
comparada com a fluorescência relativa no último ponto da mesma curva na ausência do 
IE, obtendo-se um índice de inibição relativo e normalizado para cada inibidor, como se 
apresenta no ponto 2.2.5.3 (Material e Métodos).  
Para comprovar os resultados obtidos nos ensaios de acumulação, realizaram-se 
ensaios de efluxo que usam os mesmos princípios metodológicos, mas que permitem 
uma melhor visualização gráfica do efluxo e da sua inibição. Nestes ensaios é possível 
observar em tempo real a extrusão de EtBr para o meio extracelular, como 
esquematizado na Figura 6. 
 
 
Figura 6 - Representação gráfica de um ensaio de efluxo de EtBr. 
 
Nos ensaios de efluxo, observa-se a capacidade de efluxo de EtBr para o exterior da 
célula. Quando mais acentuada for a curva em cinza (isolado sem IE) maior será o 
efluxo de EtBr, e maior será a capacidade do IE de proporcionar a retenção intracelular 




1.6.2 Método de “Cartwheel” em placa de agar 
O método de “Cartwheel” foi igualmente desenvolvido da Unidade de 
Microbiologia do IHMT (111,116). É um método rápido que permite a deteção da 
sobrexpressão de sistemas de efluxo em isolados clínicos MDR com base na 
fluorescência emitida por cada isolado em placas com meio sólido contendo EtBr 
(75,111). Cada placa possui uma concentração diferente de EtBr e inclui pelo menos 
uma estirpe de referência. O efeito da temperatura na atividade de efluxo pode também 
ser avaliado, através de diferentes temperaturas de incubação. A concentração mais 
baixa capaz de produzir fluorescência é registada para cada isolado (75,111). Os 
isolados que apresentam fluorescência a concentrações mais baixas de EtBr têm 
possivelmente menor atividade de efluxo do que os isolados cuja fluorescência só é 
detetada em concentrações mais elevadas de EtBr. Desta forma, a concentração de EtBr 
capaz de emitir fluorescência num isolado com sobrexpressão de bombas de efluxo é 
consideravelmente superior à concentração que produz fluorescência na estirpe de 
referência (111).  
1.6.3 Avaliação da atividade dos inibidores de bombas de efluxo através da 
determinação de concentrações mínimas inibitórias 
O efeito inibitório dos IEs pode ser inferido pela determinação da concentração 
mínima inibitória (CMI) para diferentes substratos na presença de IEs (73,112). A 
determinação dos valores de CMI pelo método de diluição seriada em microplaca para 
os diferentes antibióticos na presença de IEs possibilita o cálculo do Fator de 
Modulação (FM) (103,117). Este permite quantificar o efeito dos IEs na CMI dos 
antibióticos e de substratos de efluxo como o EtBr. O valor do FM reflete a redução do 
valor da CMI de um dado antibiótico na presença de um IE e é proporcional à “força 
inibitória” do inibidor (103,117). A fórmula para o cálculo do FM encontra-se no ponto 
2.2.3 (Material e métodos). 
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1.7 A importância de A. baumannii como agente de infeção 
nosocomial e as dificuldades no seu tratamento 
Adicionalmente, A. baumannii insere-se no grupo dos agentes patogénicos 
classificados como particularmente preocupantes, designados por “ESKAPE” 
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e Enterobacter spp), que, para além de 
“escaparem” ao tratamento por antibióticos atualmente utilizados na terapêutica clínica, 
também são os responsáveis por uma grande parte das infeções nosocomiais 
(26,27,118). 
Existem vários fatores de risco que favorecem a colonização e a infeção por A. 
baumannii, como a supressão do sistema imunitário do hospedeiro, procedimentos 
cirúrgicos invasivos como a cateterização, transplantação e cirurgias (2,3,7,20), e a 
pressão antibiótica e biocida (28,88,119). A combinação destes fatores promove e 
conduz à aquisição destas infeções em ambiente hospitalar, que, devido à dificuldade de 
erradicação, são sujeitas a uma maior pressão terapêutica e como consequência, à 
aquisição gradual de multirresistência (119). A ocorrência de infeções hospitalares por 
A. baumannii multirresistente, em particular septicémias, traduz-se numa das mais 
elevadas taxas de mortalidade por agentes nosocomiais, que, no caso de existir 
resistência aos carbapenemos, pode chegar aos 70-80% (29).  
Assim sendo, para a redução da elevada morbilidade e mortalidade associadas a 
estas infeções, torna-se crucial a administração precoce de uma terapêutica 
antimicrobiana adequada, com agentes que possuam atividade in vitro (8,29,33,120). 
Para além disso, a administração de terapêutica antimicrobiana inadequada aumenta 
substancialmente não só um mau prognóstico para o doente, como acarreta o risco de 
um desenvolvimento gradual de multirresistência, devido à consecutiva administração 
empírica de antibioterapia (29). É, portanto, essencial identificar precocemente o perfil 
de resistência aos antibióticos aos quais os isolados MDR ainda são susceptíveis, e, 
possivelmente, a existência de adjuvantes químicos que diminuam a resistência à ação 
desses fármacos (86,99,106,121). Para atingir este objetivo é necessário fazer uma 
análise genotípica e fenotípica dos isolados clínicos MDR através de métodos rápidos e 
fiáveis, que permitam avaliar a suscetibilidade de A. baumannii aos antibióticos (1,32). 
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Também, estes métodos permitem determinar qual o tratamento mais adequado, as 
combinações terapêuticas e as dosagens necessárias para atingir o sucesso terapêutico e 





1.8 Objetivos do trabalho 
É hoje reconhecida a contribuição da atividade dos sistemas de efluxo para a 
resistência aos antibióticos em bactérias Gram-negativas, pela diminuição da 
acumulação intracelular destes fármacos. Em A. baumannii estão descritos vários 
sistemas de efluxo, semelhantes aos de outras bactérias Gram-negativas, envolvidos no 
desenvolvimento da resistência e fenótipo MDR de isolados clínicos (30,49,59–
61,64,94). Também, os compostos IEs são considerados como potenciais alternativas 
terapêuticas ou adjuvantes da antibioterapia já existente, no tratamento das infeções por 
isolados clínicos MDR (121,122); do mesmo modo, poderão ter a capacidade de 
reverter o fenótipo MDR destes mesmos isolados ou permitir a administração de 
antibióticos já em desuso (20,89,99,106,123). 
Neste trabalho, pretendeu-se avaliar se a atividade dos sistemas de efluxo em isolados 
clínicos MDR de A. baumannii contribui para o fenótipo de multirresistência aos 
antibióticos. Para tal, estudaram-se três isolados clínicos MDR sequenciais de A. 
baumannii, provenientes de um mesmo doente com perfil de aquisição gradual de 
resistência, em particular à colistina, internado num hospital em Lisboa. Assim sendo, 
como objetivos deste trabalho, propõe-se: 
 
• Confirmar o fenótipo MDR dos isolados de A. baumannii em estudo, 
através de métodos fenotípicos para a determinação da suscetibilidade aos 
antibióticos (difusão por disco, Etest e determinação de concentrações 
mínimas inibitórias pelo método de microdiluição em placa); 
• Detetar e confirmar a presença de atividade aumentada de efluxo nos 
isolados clínicos sequenciais de A. baumannii para avaliação direta da 
atividade de efluxo, 
1. Pela aplicação do método de “Cartwheel” nos isolados em 
estudo, para uma deteção preliminar da atividade aumentada de 
efluxo;  
2. Pela confirmação da atividade de efluxo detetada nos isolados de 
A. baumannii, através da otimização dos ensaios de fluorometria 
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em tempo real, monitorizando a entrada e saída de EtBr, substrato 
universal de bombas de efluxo, das células bacterianas;  
• Estudar a influência dos IEs na suscetibilidade aos antibióticos dos 
isolados clínicos de A. baumannii, à semelhança do que ocorre noutras 
bactérias Gram-negativas, através da utilização de compostos IEs com 
reconhecida atividade inibitória em A. baumannii e discriminando quais 
os antibióticos mais sujeitos ao efluxo nestes isolados, pelo método de 
determinação de concentrações mínimas inibitórias na presença e 
ausência destes inibidores; 
• Avaliar a contribuição da atividade de efluxo para a aquisição do 
fenótipo M/XDR em A. baumannii, pela análise da informação obtida 
sobre a atividade de efluxo nos isolados clínicos MDR em estudo, 
através da avaliação direta do efluxo - ensaios de “Cartwheel”, 
fluorometria em tempo real - em conjunto os resultados obtidos nas 
metodologias mais comuns que são utilizadas na avaliação indireta do 
efluxo em A. baumannii - determinação de concentrações mínimas 
inibitórias dos antibióticos na presença/ausência de compostos IEs; 
• Discutir a utilização dos compostos IEs como potenciais adjuvantes 
terapêuticos nas infeções por isolados M/XDR de A. baumannii, devido 
ao seu efeito inibitório observado nas concentrações mínimas inibitórias 
em bactérias Gram-negativas e analisando as vantagens e desvantagens 
inerentes à sua introdução na prática clínica. 
 
A realização de ensaios fluorométricos de acumulação e efluxo de EtBr, na 
presença dos inibidores, em conjunto com a determinação de CMIs antes e após adição 
dos antibióticos na presença destes compostos, irá providenciar prova da contribuição 
do efluxo ativo para o fenótipo MDR, bem como permitirá em A. baumannii, e permitir 
avaliar quais os antibióticos mais sujeitos a efluxo nestes isolados, e como os IEs 
podem proporcionar a diminuição da resistência. Este conjunto de ensaios de 
metodologias permitiram também avaliar o efeito inibitório destes compostos no efluxo 
em A. baumannii, e, desta forma, traduzindo-se no seu potencial terapêutico como 
adjuvantes no tratamento destas infeções. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1 Material 
2.1.1 Isolados em estudo 
Os três isolados sequenciais de A. baumannii caracterizados neste estudo foram 
isolados e identificados num hospital da região de Lisboa e enviados para o Instituto de 
Higiene e Medicina Tropical (IHMT) em gelose Columbia suplementado com 5% de 
sangue de carneiro (COS) (bioMérieux®, Marcy-l’Etoile, France), onde foram 
conservados a -80ºC em Mueller-Hinton broth (suplementado com 10% de glicerol). A 
denominação atribuída aos três isolados clínicos em estudo deve-se à ordem 
cronológica do seu isolamento clínico, no mesmo doente: AB-1, AB2 e AB-3. 
Os três isolados clínicos de A. baumannii em estudo, designados por AB-1, AB-
2 e AB-3, são provenientes de amostras de aspirado brônquico de um doente submetido 
a reconstrução da bexiga com mucosa intestinal, devido a neoplasia. Na altura do 
isolamento encontrava-se com ventilação assistida por sistema de ventilação mecânica e 
algaliado. O primeiro isolamento de A. baumannii, obtido a partir da urina, não foi 
incluído neste estudo. Este apresentava um padrão de suscetibilidade semelhante ao 
apresentado pelo isolado AB-1. O doente manteve-se cultura-positivo para A. 
baumannii durante três meses no aspirado brônquico e na urina, tendo a colistina sido 
introduzida no esquema terapêutico a partir da caracterização de AB-1.  
Em todos os ensaios, incluiu-se como controlo a estirpe de referência A. baumannii 
ATCC19606T, uma estirpe tipo usada para controlo de qualidade dos antibiogramas 
manuais e automáticos usados nos hospitais (eg. bioMérieux VITEK®), que possui 
todas as características da espécie Acinetobacter baumannii e o perfil de resistência 





2.1.2 Meios de cultura, compostos e soluções 
A composição e o modo de preparação dos meios de cultura, soluções e 
compostos utilizados neste trabalho estão descritos nas Tabelas 3 a 6. Todos os meios 
de cultura e soluções foram preparados com água destilada e, quando necessário, 
esterilizados por autoclavagem a 121ºC durante 15 minutos a 1 bar. 
  
Tabela 3 - Composição dos meios de cultura utilizados. 
Meio de Cultura Composição (por litro) 
Mueller-Hinton broth (MHB) (1) 
300g de infusão desidratada de carne; 17,5 g 
de caseína hidrolisada; 1,5 g de amido; 4,347 
mg Ca2+; 6,206 mg Mg2+; pH 7,3 ± 0,1 a 
25ºC 
Mueller-Hinton agar (MHA) (1) 
300g de infusão desidratada de carne; 17,5 g 
de caseína hidrolisada; 1,5 g de amido; 17 g 
de agar; 4,347 mg Ca2+; 6,206 mg Mg2+; pH 
7,3 ± 0,1 a 25ºC 
(1) Oxoid Ltd., Basingstoke, Inglaterra.  
 
 
Tabela 4 - Composição e modo de preparação de soluções. 
Solução Composição/solução “stock” 
Tampão fosfato salino (PBS*) 
1X (1) 
10 mM tampão fosfato; 2,7 mM KCl: 137 
mM NaCl; pH 7.4 a 25ºC 
Glucose (1, 2) 0,2 g/mL em PBS estéril 
Cloreto de sódio 0,9% (NaCl) 9 mg/mL 
Cloreto de cálcio (CaCl2) (1,2) 10 mg/mL 
Cloreto de magnésio (MgCl2) (1, 2) 10 mg/mL 
(1) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA.  (2) A solução depois de preparada foi filtrada com filtro de seringa 






Tabela 5 - Composição e modo de preparação das soluções de inibidores de efluxo e substrato 
de bombas de efluxo. 
Solução Diluição da solução “stock” 
Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP)(1) 
pm = 204,62 g/mol 
10 mg/mL em dimetilsulfóxido (DMSO)(2) 
ou metanol. 
Mantida a -20ºC ao abrigo da luz 
Clorpromazina (CPZ) (1) 
pm= 355,33 g/mol 
10 mg/mL em água bidestilada estéril 
Mantida a -20ºC 
“1-(1-naphthylmethyl)-piperazine” (NMP)(1) 
pm = 226,32 g/mol 
10 mg/mL em DMSO(2) ou metanol 
Mantida a -20ºC 
“Phe-arg β-naphthylamide dihydrochloride” 
(PAβN)(1) pm= 519,47 g/mol 
25 mg/mL em água bidestilada estéril 
Mantida a -20ºC 
Tioridazina (TZ) (1) 
pm= 407,04 g/mol 
10 mg/mL em água bidestilada estéril 
Mantida a -20ºC ao abrigo da luz 
Verapamil (VP) (1) 
pm= 491,06 g/mol 
10 mg/mL em água bidestilada estéril 
Mantida a -20ºC 
Brometo de etídio (EtBr) (1) 10 mg/mL água bidestilada estéril Mantida a 4ºC ao abrigo da luz 
(1) Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA. (2) Merck, Darmstadt, Alemanha. 
 
Tabela 6 - Composição e modo de preparação das soluções de antibióticos utilizadas. 
Solução Diluição da solução “stock” 
Amicacina (AK) (1) 10 mg/mL em água bidestilada estéril Mantida a -20ºc 
Ciprofloxacina (CIP) (1) 20 mg/mL em HCl 1%(2) 
Claritromicina (CLA) (1) 10 mg/mL em metanol 
Colistina (CO) (1) 10 mg/mL em água bidestilada estéril 
Eritromicina (ERI) (1) 10 mg/mL em metanol 
Meropenem (MER) (1) 10 mg/mL em DMSO 
Rifampicina (RD) (1) 10 mg/mL em metanol 
Tetraciclina (TET) (1) 10 mg/mL em metanol 




2.2.1 Crescimento dos isolados em estudo 
Os três isolados e estirpe de referência em estudo foram repicados em MHB 
suplementado com CaCl2 (concentração final 25 mg/L) e MgCl2 (concentração final 
12,5 mg/L), de acordo com as recomendações do CLSI (125) a partir de culturas 
primárias em MHA, e incubados a 37ºC durante a noite com agitação 180 rpm em 
incubadora MaxQ™4000 (Thermo scientific, Waltham, E.U.A.). Os “stocks” das 
culturas foram mantidos em meio líquido a -80ºC, em 10% (v/v) de glicerol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, E.U.A.). 
2.2.2 Determinação da suscetibilidade aos antibióticos pelo método de 
difusão em disco e Etest 
A suscetibilidade aos agentes antimicrobianos foi determinada por difusão em 
disco pelo método de Kirby-Bauer e Etest conforme recomendado pelo CLSI (126). Os 
discos de antibióticos utilizados e respetiva carga estão apresentados na Tabela 7. 
 
Tabela 7 - Discos de antibióticos utilizados e carga do disco. 
Antibiótico(1) Carga do Disco (µg) 
Ácido Nalidíxico (NA), Amicacina (AK), Cefepima (FEP), 
Ceftazidima (CAZ), Cefotaxima (CTX), Cefuroxima (CXM), 
Cefoxitina (FOX), Tetraciclina (TE) 
30 
Ampicilina (AMP), Gentamicina (CN), Tobramicina (TOB), 
Imipenem (IMP) 10 
Ciprofloxacina (CIP), Rifampicina (RD) 5 
Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 1,25/23,75 




Para a realização do antibiograma preparou-se uma suspensão bacteriana com 
concentração celular equivalente à da escala de 0.5 de McFarland e inocularam-se as 
placas de MHA por espalhamento em estrias apertadas com zaragatoa estéril. Os discos 
de antibiótico ou tira de Etest foram aplicados sobre o agar com o auxílio de uma pinça 
estéril. As placas foram incubadas a 37ºC, durante 20 a 24 horas. Após este período, 
registou-se a medida do diâmetro dos halos de inibição para cada disco de antibiótico de 
acordo com as normas definidas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI) (126). Para o Etest foi registado o valor da CMI correspondente ao valor da 
concentração de colistina no ponto de intersecção entre o halo e a tira de Etest.  
Os resultados foram interpretados de acordo com os critérios definidos pelo 
EUCAST (127) e CLSI (128).  
2.2.3 Determinação de concentrações mínimas inibitórias pelo método de 
diluição em microplaca para os antibióticos na presença dos 
compostos inibidores de efluxo 
A concentração mínima inibitória dos antibióticos, IEs e substrato de bombas de 
efluxo foi determinada através do método de microdiluição seriada em placa de 96 
poços, conforme as recomendações do Clinical and Laboratory Standards Institute 
(125). A CMI é definida como a menor concentração de um composto que inibe o 
crescimento visível de um microrganismo. Na Tabela 8 apresenta-se a gama de 
concentrações utilizadas na determinação da concentração mínima inibitória para todos 





Tabela 8 - Compostos e gama de concentrações utilizadas. 
Composto Gama de concentrações utilizadas (µg/mL) 
Antibióticos 
AK 0,0078 a 1024 
CIP 0,0156 a 2048 
CLA 0,25 a 512 
CO 0,0078125 a 512 
ERI 0,125 a 1024 
MER 0,25 a 512 
RD 0,015625 a 128 
TE 0,015625 a 1024 
Inibidores de efluxo 
CCCP 0,5 a 256 
CPZ 0,5 a 256 
NMP 1 a 512 
PAβN 4 a 2048 
TZ 0,25 a 128 
VP 4 a 4096 
Substrato de efluxo 
EtBr 2 a 1024 
AK - Amicacina, CIP- Ciprofloxacina, CLA - Claritromicina, CO - Colistina, ERI - 
Eritromicina, MER -Meropenem, RD - Rifampicina, TE - Tetraciclina; CCCP - Carbonil 
cianeto m-clorofenilhidrazona; CPZ - Clorpromazina; NMP - 1-(1-naphthylmethyl)-piperazine; 
PAβN - Phe-arg β-naphthylamide dihydrochloride; TZ - Tioridazina; VP - Verapamil; EtBr -  
Brometo de Etídio. 
 
 Em todos os ensaios foram incluídos quatro controlos: i) controlo de esterilidade 
(apenas meio de cultura - CAMHB); ii) controlo de crescimento (CAMHB e estirpe sem 
composto); iii) controlo do solvente (CAMHB, estirpe e solvente à concentração usada 
para cada composto, para garantir que o solvente não inibe o crescimento celular; iv) 
controlo do composto (CAMHB e composto), como controlo de turbidez para a leitura 
dos resultados finais. 
O crescimento dos isolados em estudo foi realizado como descrito no ponto 2.2.1. 
A cada poço da placa de 96 poços contendo 240 µl de CAMHB foi adicionado 20 µl de 
composto e efetuadas diluições seriadas 1:2, de modo a obter-se a gama de 
concentrações desejada para cada composto. De seguida, dispensou-se em cada poço 20 
µl do inóculo, previamente ajustado à escala de 0,5 de McFarland (1x108) para um 
volume final de 150 µl. Posteriormente, para avaliar o efeito do composto inibidor de 
efluxo sobre o antibiótico, adicionou-se 10 µl do composto a uma concentração sub-
inibitória determinada previamente. As placas foram incubadas a 37ºC durante 20 a 24 
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horas e a leitura dos resultados foi realizada visualmente. Cada ensaio foi validado pela 
observação de crescimento bacteriano no controlo de crescimento (controlo positivo) e 
pela ausência de crescimento bacteriano no controlo de esterilidade do meio (controlo 
negativo). A determinação de CMIs para cada estirpe e composto foi realizada em 
triplicado.  
A interpretação dos resultados foi efetuada de acordo com os critérios definidos 
pelo EUCAST (127). Segundo a Norma nº 004/2013 de 21/02/2013 da Direção-Geral 
de Saúde (129) para os antibióticos não contemplados pelo EUCAST, foram utilizados 
os critérios de suscetibilidade definidos pelo CLSI (126). Para a interpretação da 
susceptibilidade para a colistina foram utilizados os critérios definidos pelo EUCAST, 
em que o isolado é considerado suscetível a este antibiótico se a CMI for igual ou 
inferior a 2 µg/mL e resistente se a CMI for superior a 2 µg/mL (127).  
Com base nos valores de CMIs obtidos, determinou-se o Fator de Modulação 







FM – Fator de Modulação; CMI – Concentração Mínima Inibitória; ATB – antibiótico; IE – Inibidor de Efluxo. 
 
Na interpretação dos resultados do FM, considerou-se significativo um 
decréscimo da CMI igual ou superior a quatro vezes (FM ≥4) (117). 
2.2.4 Deteção preliminar da atividade de efluxo nos isolados em estudo pelo 
método de “Cartwheel” em placa de agar 
O método de Cartwheel permite a deteção da atividade de efluxo bacteriana, 
utilizando o EtBr como substrato de bombas de efluxo. Quanto maior for a 
concentração de EtBr capaz de produzir fluorescência bacteriana num determinado 
isolado, maior será a atividade de efluxo do mesmo (75,111). 
Prepararam-se placas de CAMHA contendo diferentes concentrações de EtBr (0 
a 2,5 µg/mL), mantidas a 4ºC, ao abrigo da luz. A partir da suspensão bacteriana de 
FM = CMI ATB  CMI (ATB + IE) 
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cada isolado em estudo foram realizadas estrias em linha reta sobre o agar, do centro 











A estirpe de referência ATCC19606T foi incluída em todos os ensaios como 
controlo. As placas foram incubadas a 37ºC durante 24 horas, ao abrigo da luz, e 
visualizadas sob luz UV num sistema Gel DocTM XR System (Bio-Rad, Hercules, 
Califórnia, E.U.A.). Foi registada a concentração mínima de EtBr (MCEtBr) capaz de 
produzir fluorescência bacteriana para cada isolado e estirpe de referência, a 37ºC. Para 
verificar o efeito da temperatura na inibição da capacidade de efluxo bacteriana, as 
placas foram incubadas a 4ºC durante 24 horas, e novamente visualizadas sob luz UV. 
Foi registada a concentração mínima de EtBr (MCEtBr) capaz de produzir fluorescência 
bacteriana para cada isolado e estirpe de referência, a 4ºC (111).  
2.2.5 Método fluorométrico semi-automático em termociclador de tempo 
real Rotor GeneTM3000 
O método fluorométrico semi-automático foi realizado num termociclador em 
tempo real Rotor GeneTM3000 (Corbett Research, Sydney). Este método tem por base 
um protocolo padronizado na Unidade de Microbiologia Médica do Instituto de Higiene 
e Medicina Tropical e permite a monitorização em tempo real da acumulação de EtBr 
no interior das células e do seu efluxo, através da leitura em tempo real da emissão de 







 Figura 7 - Esquema representativo do método de inoculação dos isolados em 
estudo nas placas utilizadas nos ensaios de “Cartwheel” em placa de agar. 
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585 nm, respetivamente (111,114,116). Os ensaios de acumulação permitem determinar 
a concentração de equilíbrio de EtBr, acima da qual ocorre a acumulação detetável deste 
composto, para selecionar o inibidor de efluxo capaz de promover a maior acumulação 
de EtBr no interior da célula bacteriana (113).  
2.2.5.1 Preparação dos isolados em estudo 
Foram feitas culturas primárias dos isolados e estirpe de referência em meio 
MHA a partir do “stock”. As placas foram incubadas a 37ºC, durante a noite. A partir 
das culturas em placa preparam-se culturas em meio líquido por inoculação de colónias 
isoladas em 10 mL de MHB. Os tubos foram incubados a 37ºC com agitação 180 rpm. 
O crescimento foi acompanhado por medição da densidade óptica (DO) a 600 nm num 
espectrofotómetro Spectronic™ 20D+ (Thermo Scientific, Cambridge, Reino Unido) 
até atingir uma DO600nm de 0,6. Uma vez atingido este valor, que corresponde à fase 
exponencial de crescimento, as células foram recolhidas em alíquotas de 1 mL, por 
centrifugação a 13 000 rpm durante 3 minutos à temperatura ambiente, numa mini-
centrífuga Biofuge pico Heraeus (Kendro Laboratory Products, Osterode, Alemanha). 
O sedimento foi lavado duas vezes com tampão PBS 1x e a DO600nm foi ajustada para 
0.6 com adição do mesmo tampão (114,115). 
2.2.5.2 Ensaio de acumulação de EtBr 
Os ensaios de acumulação de EtBr foram realizados em micro-tubos de 200 µl, 
em alíquotas com um volume final de 100 µl. Para determinar a concentração de 
equilíbrio de EtBr para cada isolado, adicionou-se 50 µl da suspensão celular lavada a 
tubos de 200 µl contendo diferentes concentrações de EtBr (0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 
5 µg/mL) na presença e ausência de glucose a 0,4%. Foram incluídos dois controlos: i) 
50 µl de EtBr [0,125 a 5 µg/mL] e 50 µl PBS; ii) 50 µl suspensão celular e 50 µl PBS. 
Os tubos foram colocados no termociclador Rotor-GeneTM3000 e os ensaios foram 
realizados a 37ºC e a leitura da fluorescência de EtBr adquirida a 530 e emitida a 585 
nm, após cada ciclo de 60 segundos, durante 30 minutos. Os ensaios foram realizados 
em triplicado.  
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2.2.5.3 Ensaio de acumulação de EtBr na presença de inibidores de efluxo 
Para testar o efeito dos IEs na acumulação de EtBr, na presença/ausência de 
glucose, os isolados foram preparados como descrito no ponto 2.2.5.1. Preparam-se os 
seguintes tubos: i) 50 µl da suspensão celular e PBS; ii) 50 µl da suspensão celular e 
glucose 0,4%; iii) 50 µl da suspensão celular e EtBr (concentração de equilíbrio); iv) 50 
µl da suspensão celular + EtBr (concentração de equilíbrio) +IE em estudo 
(concentração sub-inibitória); e v) 50 µl da suspensão celular + EtBr (concentração de 
equilíbrio) +IE em estudo (concentração sub-inibitória) + glucose 0,4%. Os tubos foram 
colocados no termociclador Rotor-GeneTM3000 e os ensaios foram realizados a 37ºC e a 
leitura da fluorescência de EtBr adquirida a 530 e emitida a 585 nm, após cada ciclo de 
60 segundos, durante 30 minutos. Os ensaios foram realizados em triplicado.  
A partir dos valores de fluorescência relativa obtidos, foi calculada a 
Fluorescência Final Relativa (FFR) para cada isolado e inibidor de efluxo (130), como 






FFR – Fluorescência final relativa aos 30’; FR– Fluorescência relativa aos 30’. 
 
  
A FFR reflete a diferença entre a acumulação de EtBr no isolado na 
presença/ausência de IE, ou seja, a capacidade desse IE proporcionar a retenção de EtBr 




FR (tratado) – FR (não tratado) 
FR (não tratado) 
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2.2.5.4 Ensaio de efluxo de EtBr na presença de inibidores de efluxo 
Para avaliar o efeito dos inibidores de efluxo VP, TZ, CPZ e PAβN no efluxo de 
EtBr, os isolados foram preparados como descrito no ponto 2.3.5.1. Seguidamente, o 
sedimento foi lavado uma vez com tampão PBS 1x e a DO600nm foi ajustada para 0.3 
com adição do mesmo tampão. A suspensão celular foi incubada na presença de EtBr 
(na concentração de equilíbrio) e o inibidor de efluxo verapamil, numa concentração 
sub-inibitória, durante 60 minutos, à temperatura ambiente. Após esse período, as 
células foram recolhidas em alíquotas de 1 mL, por centrifugação a 13 000 rpm durante 
10 minutos à temperatura ambiente. O sedimento foi ressuspendido para uma DO 
DO600nm de 0,6 em tampão PBS 1x. Prepararam-se os seguintes tubos: i) 50 µl 
suspensão celular e 50 µl PBS; ii) 50 µl de EtBr [equilíbrio] e 50 µl PBS; iii) 50 µl 
suspensão celular e 50 µl de EtBr [equilíbrio]; iv) 50 µl suspensão celular, 50 µl de IE 
[sub-inibitória] + EtBr [equilíbrio]; e v) 50 µl suspensão celular, 50 µl de IE [sub-
inibitória] + EtBr [equilíbrio] + glucose 0,4%. Os tubos foram colocados no 
termociclador Rotor-GeneTM3000 e os ensaios foram realizados a 37ºC durante 30 
minutos e as leituras de fluorescência foram adquiridas a cada ciclo de 30 segundos, a 
530 e 585 nm. Os ensaios foram realizados em triplicado.  
A análise comparativa dos resultados dos ensaios de efluxo de EtBr realizou-se 
através da normalização dos dados obtidos pelo termociclador Rotor GeneTM3000. A 
fluorescência produzida pela acumulação intracelular máxima de EtBr, devido à ação do 
inibidor de efluxo e na ausência de glucose, foi definida como o valor de fluorescência 
máxima (fluorescência relativa equivalente a um) que pode ser obtido durante um 
ensaio. A fluorescência relativa dos restantes tubos foi obtida através do rácio entre os 
valores de fluorescência de efluxo para o isolado em estudo e o valor de fluorescência 






3.1 Caracterização fenotípica dos isolados AB-1, AB-2, AB-3 e estirpe 
de referência ATCC19606T  
Em primeiro lugar, foi determinado o perfil de suscetibilidade aos antibióticos dos 
três isolados clínicos em estudo, através dos métodos de difusão por disco e Etest, com 
o intuito de determinar se estes isolados apresentam fenótipo MDR, conforme suspeita 
clínica. 
3.1.1 Determinação do perfil de suscetibilidade aos antibióticos pelo método 
de difusão por disco e Etest 
 Os resultados do perfil de suscetibilidade aos antibióticos para os três isolados 
de A. baumannii em estudo e para a estirpe de referência A. baumannii ATCC19606T 
em estudo pelo método de difusão em disco, de acordo com os critérios definidos pelo 
EUCAST e CLSI (126,127). Para a colistina, foi determinada a CMI pelo método de 
Etest, de acordo com procedimentos e critérios definidos pelo EUCAST e CLSI 
(126,127).  
De acordo com os critérios acima referidos, os três isolados e a estirpe de 
referência em estudo foram classificados quanto à sua suscetibilidade, como resistente, 
intermédia ou suscetível, aos antibióticos de diferentes categorias testados. Os 






Tabela 9 - Perfil de suscetibilidade dos isolados em estudo determinado pelo 
método de difusão por disco. 
Classe 
/ATB 










CN2 10 R ø R ø R ø R 
TOB2 7 R ø R ø R ø R 
AK2 15 S ø R ø R ø R 
Carbapenemos 
IPM2 19 I 2 R 17 S 11 R 
Penicilinas 
AMP3 ø R ø R ø R ø R 
Cefalosporinas 
CTX3 10 R ø R ø R 11,5 R 
CXM1 ø NA ø NA ø NA ø NA 
CAZ3 0 R ø R ø R 0 R 
FEP3 ø R ø R ø R ø R 
FOX1 ø NA ø NA ø NA ø NA 
Quinolonas 
NA1 15 NA ø NA ø NA ø NA 
CIP2 15 R ø R ø R ø R 
Tetraciclinas 
TE3 16 S ø R ø R ø R 
Outros 
RD1 17 NA 17 NA 14 NA 14 NA 
SXT2 ø R ø R ø R ø R 
R- Resistente; I – Intermédia; S- Suscetível. Ø – diâmetro/sem halo. NA – não aplicável. 1 Sem critérios de 
interpretação da suscetibilidade definidos para estes compostos.2 Segundo os critérios definidos pelo EUCAST 






Tabela 10 - Determinação da CMI para a colistina pelo método de Etest para os 
isolados e estirpe de referência de A. baumannii em estudo. 
Etest 
CMI (µg/mL) / perfil de suscetibilidade 
A. baumannii 
ATCC19606T AB-1 AB-2 AB-3 
Colistina1 0,75 / S 0,5 / S 4 / R 12 / R 
CMI – Concentração Mínima Inibitória; R- Resistente; S- Suscetível.1Segundo o critério de interpretação 
definido pelo EUCAST (2014). 
 
 
Pelo perfil de suscetibilidade apresentado para os antibióticos em estudo, a estirpe 
de referência ATCC19606T e os três isolados foram considerados MDR, segundo os 
critérios definidos por Magiorakos et al., 2011 (31) para o género Acinetobacter. De 
acordo com o referido estudo, os isolados de Acinetobacter spp. são classificados como 
MDR quando são resistentes a um ou mais antibióticos de pelo menos 3 classes 
diferentes (31). Acresce ainda que, de acordo este estudo, estes isolados clínicos são 
igualmente considerados extensivamente resistentes (XDR) pois são resistentes a um ou 
mais antibióticos de todas as classes menos duas categorias de antibióticos (31). Os 
isolados XDR são altamente importantes na clínica, para os quais não restam opções 
terapêuticas empíricas disponíveis, limitando-se à combinação sinérgica entre 
antibióticos ou aumento da dosagem (131).  
Neste trabalho, para efeitos da análise fenotípica e da avaliação da contribuição do 
efluxo para o perfil de resistência destes isolados, utilizar-se-á apenas a designação 
MDR, uma vez que o objetivo pretendido se centra no efluxo de múltiplos substratos 




3.2 Deteção da atividade de efluxo nos isolados e estirpe de referência 
de A. baumannii em estudo 
Para verificar a contribuição da atividade de efluxo para os fenótipos MDR 
apresentados pelos isolados em comparação com a estirpe de referência em estudo, 
utilizou-se o método de “Cartwheel”. Este método permite realizar uma avaliação 
preliminar da atividade de efluxo para os três isolados, em simultâneo, comparar esta 
atividade relativamente à atividade de efluxo demonstrada pela estirpe de referência 
ATCC19606T. 
3.2.1 Deteção preliminar da atividade de efluxo pelo método de 
“Cartwheel” em placa de agar 
Através deste método, foi possível determinar a atividade de efluxo dos isolados 
em estudo e comparar a mesma com a atividade apresentada pela estirpe de referência 
A. baumannii ATCC19606T. Adicionalmente, verificou-se o efeito da temperatura na 
atividade dos sistemas de efluxo, por incubação das placas em duas temperaturas 
diferentes: 37ºC e 4ºC. 
Os resultados estão apresentados na Figura 8.  
 Figura 8 – Imagens representativas dos resultados obtidos no ensaio de "Cartwheel" em 
placa de agar para deteção preliminar da atividade de efluxo nos isolados e estirpe de 
referência em estudo. 
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Pela análise das fotografias obtidas, confirma-se que todos os isolados e estirpe 
de referência em estudo apresentam fluorescência significativa em altas concentrações 
de EtBr (a partir de 1,5 µg/mL). A concentração mais baixa de EtBr capaz de produzir 
fluorescência visível de cada isolado foi determinada e designada a concentração 
mínima de EtBr (MCEtBr), a qual é apresentada na Tabela 11. Este valor traduz a 
concentração a partir da qual o isolado começa a acumular EtBr devido à sua 
capacidade de efluxo não ser capaz de efluxar este substrato. Quando mais elevada a 
MCEtBr, maior a capacidade de efluxo. 
 




ATCC19606T 1,0-1,5 0,5 
AB-1 2 0,5 
AB-2 2 0,5 
AB-3 1,5 0,5 
 
 
Após incubação a 37ºC, podemos verificar que para a estirpe de referência 
ATCC19606T a MCEtBr encontra-se entre 1,0 e 1,5 µg/mL. Para os isolados AB-1 e AB-
2, é necessária uma maior concentração de EtBr para se detetar fluorescência visível 
significativa (MCEtBr=2 µg/mL), pelo que podemos inferir que nestes dois isolados 
existe maior atividade de efluxo em relação à estirpe de referência. Pelo contrário, o 
isolado AB-3 apresenta uma MCEtBr de 1,5 µg/mL, intuindo uma capacidade de efluxo 
semelhante à apresentada pela estirpe de referência ATCC19606T. 
Adicionalmente, através da incubação a 4ºC das placas previamente incubadas a 
37ºC, foi possível observar a diminuição significativa da atividade de efluxo 
demonstrada por todos os isolados, com MCEtBr de 0,5 µg/mL, o que demonstra que a 
temperatura é um fator condicionante da atividade de efluxo. Esta é a prova fisiológica 
que a ausência de fluorescência visível em certas concentrações, nos isolados a 37ºC se 
deve ao efluxo ativo de EtBr, sendo esta uma metodologia grosseira, porém eficaz, na 




3.2.2 Deteção da atividade de efluxo pelo método fluorométrico semi-
automático em termociclador de tempo real Rotor GeneTM3000  
Para confirmação da atividade de efluxo observada pelo método de “Cartwheel”, 
realizaram-se ensaios de acumulação de EtBr pelo método fluorométrico semi-
automático em termociclador de tempo real Rotor GeneTM3000. Para a interpretação de 
resultados destes ensaios, deve ter-se em conta os seguintes pontos: i) o influxo de EtBr 
nas células decorre por difusão passiva devido à permeabilidade da parede celular 
bacteriana; ii) após entrada na célula, o EtBr liga-se aos ácidos nucleicos, proteínas 
intracelulares e periplasmáticas; iii) a acumulação de EtBr no interior da célula ocorre 
por inibição do efluxo, perdendo-se o equilíbrio entre a sua entrada por difusão passiva 
e saída por transporte ativo; iv) a intensidade do nível de fluorescência emitido pelas 
células traduz a quantidade de EtBr no interior das mesmas (114). Do mesmo modo, 
nestes ensaios foi fornecida uma fonte de energia (glucose a 0,4%) para as células, pois 
todas as BE com capacidade para expelir antibióticos possuem dependência energética, 
como é um exemplo a família RND, que depende do potencial protónico (20,92,114). 
 
Previamente à realização dos ensaios de acumulação de EtBr na presença dos 
IEs, determinou-se: i) a concentração de equilíbrio de EtBr (concentração na qual existe 
um equilíbrio entre a entrada e saída de EtBr da célula bacteriana) e ii) valores de CMIs 
para os IEs em estudo (VP, TZ, CPZ, NMP, CCCP e PAβN), para cada isolado e estirpe 
de referência em estudo. Para determinar a concentração de equilíbrio de EtBr, realizou-
se um ensaio de acumulação deste composto, em que os isolados e estirpe de referência 
em estudo foram expostos a concentrações crescentes de EtBr (0,25 a 5 µg/mL). 
Considerou-se como concentração de equilíbrio de EtBr a concentração que apresentou 
níveis baixos de acumulação, com fluorescência relativa entre 10 a 15%. Nesta 
concentração, é possível visualizar-se os efeitos da acumulação de EtBr nas células sem 





Figura 9 - Determinação da concentração de equilíbrio de EtBr. (As concentrações de 
EtBr (µg/mL) estão indicadas entre parêntesis retos []). 
 
Com base nos resultados obtidos pela deteção da fluorescência no ensaio 
fluorométrico de acumulação de EtBr representados na Figura 9, determinou-se que a 
concentração de EtBr para ser utilizada em todos os ensaios de fluorometria é de 0,25 
µg/mL para a estirpe de referência ATCC19606T, isolado AB-1 e isolado AB-3 e de 0,5 
µg/mL para o isolado AB-2 (isolado que já anteriormente havia demonstrado na técnica 
de “Cartwheel” maior capacidade de efluxo (MCEtBr de 2 µg/mL). A partir destes 
valores, será detetada acumulação intracelular de EtBr. 
 
Os ensaios de acumulação de EtBr com adição de glucose a 0,4% estão 
representados na Figura 10. Nestes ensaios, o valor da concentração de equilíbrio 
aumentou para 1 µg/mL, para todos os isolados e estirpe de referência em estudo. Tal 
como esperado, com a adição de uma fonte de energia para as BEs, a sua atividade é 
potenciada, o que levará à necessidade de uma maior concentração de EtBr para que se 
atinja a concentração de equilíbrio entre o influxo e efluxo deste substrato, e, apenas 
excedendo esta concentração, haverá acumulação intracelular deste composto. Mais 






Em seguida, foram determinados os valores de CMIs para os IEs (VP, TZ, CPZ, 
NMP, CCCP e PAβN), para cada isolado e estirpe de referência em estudo, através do 
método de diluição em microplaca (125), para determinação das concentrações sub-
inibitórias destes compostos que irão subsequentemente ser utilizadas nos ensaios de 
fluorometria e de avaliação do sinergismo com os antibióticos no sentido de avaliar a 
capacidade dos IEs potenciarem a atividade dos antibióticos. Estes valores são 
apresentados na Tabela 12. 
 
Tabela 12 - Valores da CMIs para os inibidores de bombas de efluxo e EtBr nos isolados e 
estirpe de referência de A. baumannii em estudo. 
IE CMI (µg\mL)  ATCC19606T AB-1 AB-2 AB-3 
VP  >2048 1024 4096 2048 
TZ 128 64 128 128 
CPZ 64 64 64 64 
NMP 512 512 512 256 
PAβN 2048 1024 1024 2048 
CCCP 128 32 64 64 
EtBr 512 1024 1024 1024 
IE – Inibidor de efluxo; CMI – Concentração Mínima Inibitória; EtBr - Brometo de Etídio; VP – Verapamil; TZ - Tioridazina; 
CPZ - Clorpromazina; NMP - “1-(1-naphthylmethyl)-piperazine”; PAβN - “Phe-arg β-naphthylamide dihydrochloride”; CCCP - 
Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona. 
Figura 10 - Ensaios de acumulação de EtBr na presença de glucose a 0,4%.(As 




Pela análise dos resultados obtidos, verifica-se que os IEs com maior efeito na 
viabilidade celular (CMIs mais baixas) são o CPZ e CCCP, sendo necessária uma 
menor concentração destes compostos para inibir o crescimento celular dos isolados em 
estudo. Os IEs com menor efeito na viabilidade celular são o VP e PAβN. De um modo 
geral, o isolado AB-1 apresenta maior suscetibilidade aos IEs testados, em comparação 
com os outros isolados e estirpe de referência ATCC19606T.  
A estirpe de referência ATCC19606T é a que apresenta menor suscetibilidade, de 
um modo geral, aos IEs em estudo, sendo mais uma evidência indireta de que os 
isolados clínicos em estudo estão fisiologicamente dependentes da capacidade de efluxo 
adquirida, provavelmente, devido à pressão antibiótica. 
 
Com base nos valores de CMIs para cada IE, determinou-se a concentração de 
cada IE para ser usada nos ensaios fluorométricos subsequentes. Para tal, realizou-se a 
otimização dos ensaios de acumulação de EtBr na presença destes IEs em diferentes 
concentrações sub-inibitórias, para que estes compostos não afetassem a viabilidade 
celular dos isolados, nas condições e período de tempo necessários à realização dos 
mesmos. Estas concentrações estão apresentadas na Tabela 13.  
 




ATCC19606T AB-1 AB-2 AB-3 
VP 512 (1/4 CMI) 512 (1/2 CMI) 256 (1/16) 256 (1/4 CMI) 
TZ 64 (1/2 CMI) 32 (1/2 CMI) 32 (1/4 CMI) 64 (1/2 CMI) 
CPZ 32 (1/2 CMI) 32 (1/2 CMI) 32 (1/2 CMI) 32 (1/2 CMI) 
NMP 128 (1/4 CMI) 256 (1/2 CMI) 256 (1/2 CMI) 128 (1/2 CMI) 
PAβN 512 (1/4 CMI) 512 (1/2 CMI) 512 (1/2 CMI) 512 (1/4 CMI) 
CCCP 64 (1/2 CMI) 16 (1/2 CMI) 32 (1/2 CMI) 32 (1/2 CMI) 
IE – Inibidor de efluxo; EtBr - Brometo de Etídio; VP – Verapamil; TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; NMP 






3.2.2.1 Avaliação da acumulação de EtBr na presença de inibidores de efluxo 
Para determinar o efeito dos IEs na acumulação intracelular de EtBr para os 
isolados em estudo, procedeu-se como descrito no ponto 2.2.5.3 do Material e Métodos. 
Os resultados obtidos da fluorescência (unidades arbitrárias) em função do tempo (em 
minutos) para os isolados em estudo na presença dos IEs e na ausência da glucose, estão 








Para a estirpe de referência ATCC19606T, observa-se que o VP é o IE que mais 
potencia a acumulação de EtBr, seguido pelo PAβN, TZ e CPZ. No caso do isolado AB-
1, o TZ é o inibidor mais eficaz no aumento da acumulação de EtBr, seguido pelo 
PAβN, VP e CPZ. O isolado AB-2 apresenta maior acumulação de EtBr pelo VP e TZ, 
de forma idêntica, seguido pelo CPZ e PAβN. Para o isolado AB-3, os IEs com maior 
efeito na acumulação de EtBr são o VP, TZ, CPZ e PAβN. 
Figura 11 - Efeito dos inibidores de efluxo na acumulação de EtBr na ausência de 
glucose. (Concentração de equilíbrio de EtBr: ATCC19606T, AB-1 e AB-3 [0,25 
µg\mL]; AB-2 [0,5 µg/mL]. As concentrações de compostos inibidores de efluxo 
(µg\mL) estão indicadas entre parêntesis retos []. EtBr - Brometo de ; VP – Verapamil; 
TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; NMP - “1-(1-naphthylmethyl)-piperazine”; 




De um modo geral, verifica-se que os inibidores VP, TZ, CPZ e PAβN são os 
que apresentam maior efeito potenciador da acumulação de EtBr, para todos os isolados 
em estudo. Da mesma forma, o NMP e CCCP são os que demonstraram ter menos 
efeito na acumulação de EtBr, quando comparados com os restantes IEs em estudo. 
Adicionalmente, verificamos que o isolado AB-2 apresenta uma capacidade de 
retenção intracelular de EtBr aumentada em comparação com os outros isolados em 
estudo, na presença destes IEs. Este isolado apresentava igualmente sinais de ter a sua 
atividade de efluxo aumentada pelo método de “Cartwheel”, e foi o isolado que 
evidenciou uma maior concentração de equilíbrio de EtBr (0,5 µg/mL) do que os 
restantes isolados (0,25 µg/mL), o que leva uma vez mais a inferir que possuirá maior 
atividade de efluxo. 
Na Figura 12 estão apresentados os resultados obtidos nos ensaios de 
acumulação de EtBr na presença dos IEs em estudo, com a adição de glucose 0,4% 
como fonte de energia para as bombas de efluxo.  
 
Figura 12 - Efeito dos inibidores de efluxo na acumulação de EtBr na presença da 
glucose. (Concentração de equilíbrio de EtBr: ATCC19606T, AB-1 e AB-3 [0,25 µg/mL]; 
AB-2 [0,5 µg/mL]. As concentrações de compostos inibidores de efluxo (µg/mL) estão 
indicadas entre parêntesis [].EtBr - Brometo de etídio; VP – Verapamil; TZ - Tioridazina; 
CPZ - Clorpromazina; NMP - “1-(1-naphthylmethyl)-piperazine”; PAΒN - “Phe-arg β-





Para a estirpe de referência ATCC19606T, na presença de glucose 0,4%, o VP é 
igualmente o IE com maior efeito na acumulação de EtBr, seguindo-se o TZ, PAβN e 
CPZ. Para o isolado AB-1, o PAβN é o que apresenta maior efeito, seguido pelo VP, TZ 
e CPZ. O isolado AB-2 apresenta igualmente maior acumulação de EtBr pelo VP e TZ, 
de forma idêntica, seguido pelo CPZ e PAβN. No caso do isolado AB-3, os IEs com 
maior efeito na acumulação de EtBr são, por ordem decrescente, o VP, TZ, CPZ e 
PAβN.  
Uma vez mais, verifica-se que tanto na ausência como na presença de glucose a 
0,4%, os compostos com maior efeito na acumulação de EtBr nos isolados em estudo e 
na estirpe de referência são VP, TZ, CPZ e PAβN e que os IEs com menor efeito são o 
NMP e CCCP. Para os isolados em estudo, e como esperado, verifica-se que a adição de 
glucose diminui a acumulação máxima de EtBr obtida pela observação de valores mais 
baixos de fluorescência demonstrados pelo isolado na presença de IEs de efluxo, em 
relação aos mesmos na ausência destes compostos. Demonstra-se assim que o efluxo 
ativo dependente da energia desempenha um papel importante na fisiológica de A. 
baumannii e que, uma vez mais, o isolado AB-2 apresenta uma capacidade de retenção 
intracelular de EtBr aumentada em comparação com os outros isolados em estudo, na 
presença da glucose a 0,4%, manifestando um comportamento altamente efluxivo.  
Para melhor compreender o efeito destes inibidores no efluxo e acumulação de 
EtBr, tanto na ausência como na presença de glucose, calculou-se a Fluorescência Final 
relativa (FFR), como descrito no ponto 2.2.5.3 (Material e Métodos). A FFR reflete a 
capacidade de um IE em potenciar a retenção de EtBr no interior da célula, ou seja, 
quanto maior for a diferença entre o valor de FR na presença do inibidor em relação à 
FFR basal do isolado (FFR=0,0), maior será o efeito inibitório sobre o sistema de efluxo 
desse isolado. Os valores de FFR para cada isolado e estirpe de referência ATCC19606T 




Tabela 14 - Valores de Fluorescência Final Relativa para os inibidores de efluxo em 
estudo. 
IE 
Fluorescência Final Relativa 
ATCC19606T AB-1 AB-2 AB-3 
s/G +G s/G +G s/G +G s/G +G 
VP 2,1 6,7 1,6 6,0 11,9 22,5 7,8 13,4 
TZ 1,4 5,1 2,0 4,6 11,9 21,1 5,3 10,5 
CPZ 0,8 4,3 1,3 4,3 7,8 22,5 3,6 10,0 
PAβN 1,6 4,6 1,6 5,4 7,6 19,0 1,2 2,7 
NMP -0,1 0,4 1,0 2,7 4,2 7,4 4,4 8,7 
CCCP -0,3 0,7 0,2 1,6 1,8 4,4 0,6 2,0 
 
IE – Inibidor de efluxo; s/G – ausência de glucose 0,4%; +G – presença de glucose 0,4%; VP – Verapamil; TZ - 
Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; NMP - “1-(1-naphthylmethyl)-piperazine”; PAβN - “Phe-arg β-naphthylamide 
dihydrochloride”; CCCP - Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona..  
 
Pela análise dos resultados, é possível confirmar que os inibidores VP, TZ, CPZ 
e PAβN apresentam a maior capacidade de proporcionar retenção de EtBr na célula, 
para todos os isolados, enquanto que os inibidores com menor efeito na acumulação de 
EtBr foram o NMP e CCCP, pois apresentam os valores de FFR mais baixos em todos 
os isolados e estirpe de referência, com a exceção de um efeito pontual do NMP no 
isolado AB-3 (FFR=4,4). 
 O isolado AB-1 e a estirpe de referência ATCC19606T confirmam a existência 
de um efluxo basal de EtBr, ao apresentarem os valores mais baixos de FFR enquanto 
que o isolado AB-2, seguido do isolado AB-3, são os que possuem maior capacidade de 
efluxo e são os que possuem os valores de FFR mais elevados na presença de VP, TZ, 
CPZ e PAβN (no entanto, como já referido, o NMP apresentou um efeito pontual na 
acumulação de EtBr, superior à FFR demonstrados pelo CPZ e PAβN). Os inibidores 
NMP e CCCP demonstraram pouca atividade inibitória duradoura pois são 
desacopladores de efeito rápido cujo efeito desenergizante é rapidamente reposto pelas 
fontes energéticas bacterianas o que inviabiliza a sua aplicação em ensaios de efluxo 
sendo possível avaliá-los apenas em ensaios de acumulação. 
 
 52 
3.2.2.2 Avaliação do efluxo de EtBr na presença de inibidores de efluxo 
Para avaliação e confirmação do efeito dos IEs VP, TZ, CPZ e PAβN no efluxo 
de EtBr dos três isolados e estirpe ATCC19606T, foram realizados ensaios 
fluorométricos em tempo real em termociclador Rotor GeneTM3000. Tal como 
anteriormente referido, o NMP e CCCP não foram testados pois são desacopladores de 
efeito rápido, que só atuam quando presentes em solução, pelo que os seus resultados na 
inibição duradoura do efluxo são dificilmente mensuráveis por esta técnica de medição 
em tempo real do efluxo. A fluorescência relativa dos três isolados e estirpe de 
referência ATCC19606T após incubação com EtBr na presença de VP, em função do 
tempo e exposição aos IEs em estudo, apresenta-se na Figura 13. 
 
 
Figura 13 - Ensaios fluorométricos de efluxo de EtBr na presença de inibidores de efluxo 
(IEs). As concentrações de IEs (µg\mL) estão indicadas entre parêntesis retos []. Legenda: 




Pela observação dos gráficos obtidos, é possível confirmar que para a estirpe 
ATCC19606T e isolados AB-1 e AB-2, o VP, TZ e CPZ possuem um efeito mais 
significativo e mais duradouro na retenção de EtBr no interior da célula, pois a FR 
apresentada é próxima ou igual a 1 mesmo depois das células serem lavadas do efeito 
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do IE. A fluorescência relativa de 1 corresponde ao bloqueio do efluxo celular de EtBr, 
não havendo extrusão deste composto para o espaço extracelular. No entanto, verifica-
se que o PAβN, ao contrário do observado nos ensaios de acumulação, não tem 
capacidade de continuar a inibir o efluxo de EtBr, uma vez lavado o VP das células 
(vide Materiais e Métodos ponto 2.2.5.4), nos três isolados e estirpe ATCC19606T, 
evidenciando o seu comportamento de inibidor de efluxo competitivo, ao invés dos 
restantes, que são inibidores de fontes de energia para o efluxo ativo, e, como tal, com 
um efeito mais duradouro. É possível também observar que o isolado AB-2 é o que 
demonstra maior capacidade de efluxo, pois, após a lavagem das células, demonstra 
uma maior diminuição da FR do que os restantes isolados. O isolado AB-3 apresenta 
menor atividade de efluxo do que o isolado AB-2. No entanto, verifica-se menor efeito 
do TZ e CPZ na acumulação de EtBr, estando os valores de FR semelhantes aos do 
efluxo basal deste isolado. A estirpe ATCC19606T e o isolado AB-1 não apresentam 
atividade de efluxo de EtBr significativa, mantendo-se os seus níveis de efluxo basal no 
nível máximo de FR. Para avaliar a influência da adição de glucose 0,4% no efeito dos 
IEs no efluxo, foram realizados ensaios de fluorometria em tempo real, após incubação 
com EtBr na presença de VP. Os resultados obtidos nestes ensaios estão apresentados 
na Figura 14. 
Figura 14 -  Ensaios fluorométricos de efluxo de EtBr na presença de inibidores de 
efluxo e glucose a 0,4%. As concentrações de IEs (µg\mL) estão indicadas entre 
parêntesis retos []. Legenda: VP – Verapamil; TZ - Tioridazina; CPZ - Clorpromazina; 




Na presença da glucose 0,4%, observa-se que o efeito do PAβN no efluxo de EtBr é 
idêntico ao observado na ausência de glucose, para os três isolados e estirpe de 
referência ATCC19606T. Os inibidores com maior efeito na acumulação de EtBr são 
igualmente o VP, TZ e CPZ. O isolado AB-2 é o que apresenta maior capacidade de 
efluxo, seguindo-se o isolado AB-3. O isolado AB-1 e estirpe ATCC19606T não 




3.3 Avaliação da atividade dos inibidores de bombas de efluxo através 
da determinação de concentrações mínimas inibitórias 
3.3.1 Determinação das concentrações mínimas inibitórias dos antibióticos 
para os isolados AB-1, AB-2, AB-3 e estirpe de referência 
ATCC19606T 
A CMI define-se como a menor concentração do composto antimicrobiano capaz 
de inibir o crescimento visível de um microrganismo (126). As CMIs para os inibidores 
de efluxo em estudo e EtBr foram já determinados no ponto 3.2.2 (Resultados). O 
resultado das CMIs dos antibióticos para os isolados AB-1, AB-2, AB-3 e estirpe 
ATCC19606T, assim como o respetivo perfil de suscetibilidade estão apresentados na 
Tabela 15.  
 
Tabela 15 – Determinação dos valores de CMIs para os antibióticos nos três isolados e 
estirpe de referência ATCC19606T. 
Classe 
/ATB 










AK1 4 S 1024 R >1024 R >1024 R 
Carbapenemos 
MER1 16 I 128 R 64 R 128 R 
Macrólidos 
CLA2 64 N/A 512 N/A >512 N/A >512 N/A 
ERI2 64 N/A 256 N/A >1024 N/A 512 N/A 
Quinolonas 
CIP1 2 R 512 R 1024 R 512 R 
Tetraciclinas 
TE3 2 S 1024 R 1024 R 1024 R 
Outros 
RD2 4 NA 2 NA 4 N/A 4 N/A 
COL1 2 S 2 S 32 R 64 R 
CMI – Concentração mínima inibitória; R- Resistente; I – Intermédio; S- Suscetível. N/A – não aplicável. 1 
Segundo os critérios definidos pelo EUCAST (2014). 2 Não existem critérios de interpretação definidos 
para estes antibióticos. 3 Segundo os critérios definidos pelo CLSI (2013). AK - Amicacina, CIP- 
Ciprofloxacina, CLA - Claritromicina, COL - Colistina, ERI - Eritromicina, MER -Meropenem, RD - 




Pela análise da Tabela 15, verifica-se que a estirpe de referência ATCC19606T é 
suscetível para todos os antibióticos testados com critérios de interpretação definidos, 
com exceção do meropenem (suscetibilidade intermédia) e ciprofloxacina (resistente). 
Os isolados AB-1, AB-2 e AB-3 são resistentes a todos os antibióticos testados, 
confirmando a suspeita de se tratarem de isolados MDR e XDR. Para os macrólidos 
(claritromicina e eritromicina), embora não existam critérios de interpretação definidos, 
as CMIs apresentadas são bastante elevadas em comparação com as da estirpe de 
referência ATCC19606T. A amicacina, tetraciclina e ciprofloxacina apresentam as 
CMIs mais elevadas para os três isolados em estudo. 
3.3.2 Determinação das concentrações mínimas inibitórias dos antibióticos 
e EtBr na presença de inibidores de efluxo para os isolados AB-1, AB-
2, AB-3 e estirpe de referência ATCC19606T 
Para avaliar a capacidade de diminuição da CMI pelos IEs em estudo, 
determinaram-se as CMIs na ausência e na presença destes compostos, para os isolados 
e estirpe de referência ATCC19606T. Os IEs foram utilizados em concentrações sub-
inibitórias, para cada isolado, para garantir que o efeito demonstrado se deve ao 
sinergismo entre o antibiótico e o IE e não devido à ação deste sobre a célula bacteriana: 
VP e CPZ a ¼ da CMI; TZ a ¼ da CMI, com exceção para o isolado AB-3, cuja 
concentração utilizada foi 1/8 da CMI; NMP a 1/64 da CMI; CCCP a 1/16 da CMI e 
PAβN a 1/8 da CMI. Em todos os ensaios, o EtBr foi utilizado como substrato de 
referência de sistemas de efluxo. A partir dos valores de CMIs obtidos na 
presença/ausência dos IEs, foi calculado, o fator de modulação (FM), como se descreve 
no ponto 2.2.3 (Material e Métodos). O valor do FM reflete a redução do valor da CMI 
de um dado antibiótico na presença de um IE e é proporcional à “força inibitória” do 






Tabela 16 - Valores de CMIs para a amicacina, meropenem, claritromicina, eritromicina e EtBr 
na ausência e presença dos Inibidores de efluxo e Fator de Modulação. 
ATB/ ATB 
+ IE 









EtBr 512  1024  1024  1024  
+VP 512 1 (=) 512 2 (↓) 8 128 (↓) 128 8 (↓) 
+TZ 512 1 (=) 128 8 (↓) 256 4 (↓) 512 2 (↓) 
+CPZ 512 1 (=) 128 8 (↓) 512 2 (↓) 256 4 (↓) 
+NMP 512 1 (=) 512 2 (↓) 1024 1 (=) 512 2 (↓) 
+CCCP 256 2 (↓) 512 2 (↓) 512 2 (↓) 512 2 (↓) 
+ PAβN 256 2 (↓) 128 8 (↓) 256 4 (↓) 128 8 (↓) 
AK 4  1024  >1024  >1024  
+VP 4 1 (=) >1024 1 (=) 1024 1 (=) >1024 1 (=) 
+TZ 4 1 (=) 1024 1 (=) 128 ≥8 (↓) >1024 1 (=) 
+CPZ 8 1(=) >1024 1 (=) >1024 1 (=) >1024 1 (=) 
+NMP 8 1 (=) 8 128 (↓) 128 ≥8 (↓) 8 ≥128 (↓) 
+CCCP 16* 4* (↑) 4 256 (↓) 64 ≥16 (↓) 4 ≥256 (↓) 
+ PAβN 0,125 32 (↓) >1024 1 (=) >1024 1 (=) >1024 1 (=) 
MER 16  128  64  128  
+VP 2 8 (↓) 128 1 (=) 8 8 (↓) 128 1 (=) 
+TZ 2 8 (↓) 128 1 (=) 64 1 (=) >512 ≥4 (↑) 
+CPZ 4 4 (↓) 64 2 (↓) 128 2* (↑) 128 1 (=) 
+NMP >8 1 (=) 32 4 (↓) 32 2 (↓) 256 2 
+CCCP >8 1 (=) 2 64 (↓) 64 1 (=) 2 64 (↓) 
+ PAβN 8 2 (↓) >512* ≥4* (↑) >512* ≥8* (↑) >512 ≥4 (↑) 
CLA 64  512  >512  >512  
+VP 64 1 (=) 512 1 (=) 512 1 (=) >512 >1 (=) 
+TZ 32 2 (↓) 256 2 (↓) 512 1 (=) 512 1 (=) 
+CPZ 64 1 (=) 256 2 (↓) >512 >1 (=) 512 1 (=) 
+NMP 32 2 (↓) 2 256 (↓) 16 ≥32 (↓) 4 ≥128 (↓) 
+CCCP 16 4 (↓) 2 256 (↓) 64 ≥8 (↓) 2 ≥256 (↓) 
+ PAβN 4 16 (↓) 8 64 (↓) 64 ≥8 (↓) 8 ≥64 (↓) 
ERI 64  256  >1024  512  
+VP 64 1 (=) 512 2* (↑) 512 ≥2 (↓) 1024 2* (↑) 
+TZ 32 2 (↓) 256 1 (=) 512 ≥2 (↓) 1024 2* (↑) 
+CPZ 64 1 (=) 8 32 (↓) 1024 >1 (=) 1024 2* (↑) 
+NMP 32 2 (↓) 4 64 (↓) 128 ≥8 (↓) 8 64 (↓) 
+CCCP 32 2 (↓) 4 64 (↓) 64 ≥16 (↓) 4 128 (↓) 
+ PAβN 1 64 (↓) 64 4 (↓) 64 ≥16 (↓) 16 32 (↓) 
ATB – antibiótico; EtBr – Brometo de etídio; IE – inibidor de efluxo; FM – fator de modulação; CMI – Concentração mínima 
inibitória; AK - Amicacina, CLA - Claritromicina, ERI - Eritromicina, MER –Meropenem, VP – Verapamil; TZ - Tioridazina; 
CPZ - Clorpromazina; NMP - “1-(1-naphthylmethyl)-piperazine”; PAβN - “Phe-arg β-naphthylamide dihydrochloride”; CCCP - 
Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona. *Interação antagonista. 
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Tabela 17 - Valores de CMIs para a ciprofloxacina, tetraciclina, rifampicina e colistina na 














CIP 2  512  1024  512  
+VP 2 1 (=) 1024 2* (↑) 256 4(↓) >2048 ≥4* (↑) 
+TZ 1 2 (↓) 512 1 (=) 2048 2* (↑) >2048 ≥4* (↑) 
+CPZ 2 1 (=) 16 32 (↓) 2048 2* (↑) >2048 ≥4* (↑) 
+NMP 2 1 (=) 64 8 (↓) 128 8 (↓) 32 16 (↓) 
+CCCP 1 2 (↓) 16 32 (↓) 128 8 (↓) 16 32 (↓) 
+ PAβN 1 2(↓) 512 1 (=) 512 2 (↓) 256 2 (↓) 
TET 2  1024  1024  1024  
+VP 2 1 (=) 512 2 (↓) 1024 1 (=) 1024 1 (=) 
+TZ 1 2 (↓) 512 2 (↓) 1024 1 (=) 1024 1 (=) 
+CPZ 2 1 (=) 64 16 (↓) 1024 1 (=) 1024 1 (=) 
+NMP 1 2 (↓) 256 4 (↓) 256 4 (↓) 256 4 (↓) 
+CCCP 1 2 (↓) 32 32 (↓) 256 4 (↓) 128 8 (↓) 
+ PAβN 2 1 (=) 256 4 (↓) 256 4 (↓) 256 4 (↓) 
RD 4  2  4  4  
+VP 4 1 (=) 2 1 (=) ≤0,0156 ≥256 (↓) 4 1 (=) 
+TZ 2 2 (↓) 4 2* (↑) 4 1 (=) 2 2 (↓) 
+CPZ 4 1 (=) 1 2(↓) 4 1 (=) 2 2 (↓) 
+NMP 1 4 (↓) ≤0,25 ≥4 (↓) 0,5 8 (↓) 0,0625 64 (↓) 
+CCCP 0,5 8 (↓) 0,0312 64 (↓) 0,5 8 (↓) 0,0312 128 (↓) 
+ PAβN ≤0,0156 ≥256 ≤0,0156 ≥256 (↓) 0,0312 128 (↓) ≤0,0156 ≥256 (↓) 
COL 2  2  32  64  
+VP ≤0,0078 ≥256 (↓) 0,25 8 (↓) ≤0,0078 ≥4102 (↓) 2 32 (↓) 
+TZ ≤0,0078 ≥256 (↓) ≤0,0078 ≥256 (↓) ≤0,0078 ≥4102 (↓) 8 8 (↓) 
+CPZ 0,125 16 (↓) ≤0,0078 ≥286 (↓) 2 16 (↓) 4 16 (↓) 
+NMP 0,5 4 (↓) 0,125 16 (↓) 8 4 (↓) 32 2 (↓) 
+CCCP ≤0,0078 ≥256 (↓) 0,0312 64 (↓) 0,0625 512 (↓) 0,5 128 (↓) 
+ PAβN 16 8*(↑) 8 4*(↑) 32 1 (=) 512* 8*(↑) 
ATB – antibiótico; EtBr – Brometo de etídio; IE – inibidor de efluxo; FM – fator de modulação; CMI – Concentração mínima 
inibitória; CIP – ciprofloxacina; TE – tetraciclina, RD – rifampicina, COL – colistina; VP – Verapamil; TZ - Tioridazina; CPZ - 
Clorpromazina; NMP - “1-(1-naphthylmethyl)-piperazine”; PAβN - “Phe-arg β-naphthylamide dihydrochloride”; CCCP - Carbonil 
cianeto m-clorofenilhidrazona. *Interação antagonista. 
 
Pela análise dos resultados obtidos na Tabela 16, verificamos que a CMI do 
substrato de efluxo EtBr não decresce significativamente para a estirpe ATCC19606T, 
pois considerou-se significativo um valor de FM ≥4 (diminuição da CMI em pelo 
menos duas diluições), confirmando o seu efluxo basal. No caso do isolado AB-1, 
apenas o CPZ, TZ e PAβN reduziram a CMI do EtBr em quatro diluições (FM=8). Para 
o isolado AB-2, houve um decréscimo muito significativo da CMI do EtBr na adição de 
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VP (FM=128), menos visível na presença de TZ e PAβN (FM=4). Os IEs com maior 
efeito na redução da CMI do EtBr no caso do isolado AB-3 são o VP (FM=8), CPZ 
(FM=4) e PAβN (FM=8). 
Para a estirpe ATCC19606T, apenas o PAβN foi o inibidor que provocou um 
decréscimo significativo da CMI para a amicacina (FM=32); contrariamente, todos os 
isolados em estudo apresentaram diminuição significativa da CMI da amicacina pelo 
NMP e CCCP: i) isolado AB-1, NMP (FM=128) e CCCP (FM=256); ii) isolado AB-2, 
NMP (FM≥8) e CCCP (FM≥16) e iii) isolado AB-3, NMP (FM≥128) e CCCP 
(FM≥256). 
No caso do meropenem, para a estirpe ATCC19606T os IEs responsáveis por um 
decréscimo significativo da CMI foram o VP e TZ (FM=8) e CPZ (FM=4). No entanto, 
a CMI para este antibiótico não foi significativamente alterada para os outros isolados 
em estudo, com exceção do VP, NMP e CCCP. Para o isolado AB-1, obteve-se um FM 
de 4 para o NMP e FM=64 para o CCCP. Este IE foi também o único que teve efeito na 
CMI do meropenem para o isolado AB-3 (FM=64). Para o isolado AB-2, o VP foi o 
único IE com influência no valor da CMI (FM=8). 
Para os macrólidos (eritromicina e claritromicina), verificou-se que os IEs com 
maior efeito na diminuição da CMI para estes antibióticos são o NMP, CCCP e PAβN. 
Apenas no caso da estirpe de referência ATCC19606T tal não se verificou, havendo uma 
diminuição menos significativa para a CMI da claritromicina com CCCP (FM=4) e 
PAβN (FM=16), e CMI da eritromicina com PAβN (FM=64), do que a observada nos 
isolados em estudo. Para a claritromicina, os valores de FM obtidos foram os mais 
elevados no caso do isolado AB-1 para o NMP e CCCP (FM=256), seguidos pelo 
PAβN (FM=64); para o isolado AB-2, o NMP foi o IE que provocou maior decréscimo 
da CMI (FM≥32), seguido pelo CCCP e PAβN (FM≥8); e para o isolado AB-3, o CCCP 
foi o IE com maior efeito na CMI (FM≥256), seguindo-se o NMP (FM≥128) e PAβN 
(FM≥64). A CMI para a eritromicina para o isolado AB-1 apresenta o maior valor de 
FM na presença do CCCP (FM=128), NMP (FM=64) e PAβN (FM=32). 
 
A CMI da ciprofloxacina para a estirpe de referência ATCC19606T não foi 
significativamente afetada pelos IEs em estudo. O NMP e CCCP foram os inibidores 
que causaram maior efeito na redução da CMI para este antibiótico, para os isolados em 
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estudo. No isolado AB-1, no entanto, o CPZ (FM=32) apresentou um efeito idêntico ao 
do CCCP (FM=32), seguindo-se o NMP (FM=8). O NMP e CCCP reduziram a CMI da 
ciprofloxacina em 8 vezes, para o isolado AB-2, sendo que neste isolado, o VP foi o 
único a demonstrar efeito significativo na CMI (FM=4). O VP demonstrou o efeito 
contrário para os isolados AB-1 e AB-3, aumentando o valor da CMI da ciprofloxacina. 
Apenas os inibidores de efluxo NMP e CCCP foram eficazes na redução da CMI em 16 
e 32 vezes, respetivamente.  
Para a tetraciclina, o NMP, CCCP e PAβN foram os IEs com maior efeito na 
redução da CMI deste antibiótico nos isolados AB-1, AB-2 e AB-3. A CMI permaneceu 
inalterada na estirpe de referência ATCC19606T. O NMP e PAβN reduziram a CMI em 
quatro vezes, para os três isolados. O CCCP apresentou uma igual redução de quatro 
vezes do valor da CMI no isolado AB-2, sendo mais eficaz no isolado AB-1 (FM=32) e 
isolado AB-3 (FM=8). VP, TZ e CPZ não apresentaram qualquer efeito nos isolados e 
estirpe de referência em estudo, com exceção do CPZ para o isolado AB-1 (FM=16). 
Do mesmo modo, o NMP, CCCP e PAβN são também os IEs mais eficazes na 
redução da CMI para a rifampicina, desta vez, nos três isolados e estirpe de referência 
em estudo. O PAβN foi o inibidor mais eficaz para a estirpe de referência e isolado AB-
3, com uma descida da CMI igual ou superior a 256 vezes; para os isolados AB-1 e AB-
2 a redução foi igual ou superior a 256 e de 128 vezes, respetivamente. O CCCP foi o 
segundo inibidor com maior efeito, com uma redução da CMI em 128 vezes para o 
isolado AB-2, 64 vezes para o isolado AB-1 e oito vezes para o isolado AB-2 e estirpe 
de referência. O NMP teve um efeito idêntico nas CMIs da estirpe de referência e do 
isolado AB-1 (FM≥4), menor no isolado AB-2 (FM=8) e maior na CMI do isolado AB-
3 (FM=64). 
Por fim, o efeito dos IEs nas CMIs da colistina para os isolados e estirpe de 
referência em estudo foi diferente e surpreendente, sendo que VP e TZ os mais eficazes 
na redução das CMIs, seguindo-se o CPZ, CCCP e NMP. O VP e TZ foram os IEs mais 
eficazes na redução da CMI deste antibiótico no isolado AB-2 (FM≥4102), seguidos 
pelo CCCP (FM=512), CPZ (FM=16) e NMP (FM=4). Para a estirpe de referência, 
observa-se que o VP, TZ e CCCP foram os mais IEs eficazes (FM≥256), seguidos pelo 
CPZ (FM=16) e por último, o NMP (FM=4). O NMP foi o IE menos eficaz na redução 
da CMI da colistina da estirpe de referência (FM=4), dos isolados AB-2 (FM=4) e AB-3 
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(FM=2), com exceção do isolado AB-1 (FM=16). Neste isolado, não se verificou um 
efeito do VP na CMI da colistina (FM=8) equiparável ao observado nos isolados AB-2 
(FM≥4102), AB-3 (FM=32) e estirpe de referência ATCC19606T (FM≥256).  
O PAβN não teve qualquer efeito sinérgico na CMI da colistina em qualquer das 
estirpes em estudo, tendo pelo contrário evidenciado claro antagonismo com a colistina, 
uma vez que as CMIs para este antibiótico foram aumentadas na sua presença exceto no 








4. DISCUSSÃO E CONCLUSÕES 
4.1 Análise do perfil de suscetibilidade aos antibióticos dos isolados 
clínicos AB-1, AB-2 e AB-3 e estirpe de referência ATCC19606T 
Pela observação da Tabela 9 do ponto 3.1.1 (Resultados), verifica-se que os 
isolados clínicos de A. baumannii em estudo apresentam uma menor suscetibilidade aos 
antibióticos testados em relação à estirpe de referência ATCC19606T. Pelos critérios de 
suscetibilidade definidos para A. baumannii (31), esta estirpe de referência e os três 
isolados clínicos em estudo são classificados como MDR pois são resistentes a um ou 
mais antibióticos de menos três classes diferentes e igualmente XDR, pois são 
resistentes a um ou mais antibióticos de todas as classes, menos duas categorias de 
antibióticos (31). O perfil de resistência MDR apresentado pelos isolados em estudo 
pela técnica de difusão de disco em meio sólido foi confirmado pela determinação das 
CMIs em meio líquido, justificando a estabilização destes fenótipos de resistência, 
muito provavelmente pela pressão seletiva aos antibióticos normalmente utilizados no 
tratamento das infeções causadas por A. baumannii, como por exemplo os 
carbapenemos, aminoglicosídeos, fluoroquinolonas, tetraciclinas e cefalosporinas 
(7,19,32,33). Observando-se a Tabela 15 do ponto 3.3.1 (Resultados), podemos 
constatar que AB-2 e AB-3 são resistentes a todos os antibióticos testados incluindo os 
macrólidos, grupo que não é normalmente utilizado no tratamento destas infeções 
(7,32,33). Este grupo de antibióticos não fez parte da prescrição terapêutica reportada 
para este doente, mas os três isolados apresentam valores de CMI muito superiores aos 
apresentados pela estirpe de referência ATCC19606T, indicando que a resistência neste 
grupo pode ter sido associada à aquisição de resistência a outros grupos de antibióticos 
– um fenómeno típico da aquisição de resistência por aumento da capacidade de efluxo 
(80,132).   
Assim, o fenótipo MDR apresentado pelos três isolados de A. baumannii em 
estudo poderá dever-se a um mecanismo de resistência, comum aos três isolados, 
sugerindo-se o efluxo como um dos mecanismos que claramente contribui para o nível 
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de resistência aos antibióticos observado, assim como a resistência alargada a algumas 
classes de antibióticos, como são exemplo os macrólidos (claritromicina e eritromicina). 
 
Os isolados clínicos M/XDR de A. baumannii estudados neste trabalho 
apresentaram diferenças no perfil de suscetibilidade à colistina. AB-1 é suscetível a este 
antibiótico, à semelhança da estirpe de referência, enquanto que AB-2 e AB-3 são 
resistentes (com crescente valor de CMI). A resistência à colistina em A. baumannii é 
emergente e de rápida disseminação (35,38), e como referido anteriormente, já 
reportada em vários países europeus, com maior incidência nos países do sul da Europa 
(34,38,39). Esta variabilidade do perfil de suscetibilidade apresentada pelos isolados 
clínicos sequenciais em estudo pode explicar-se pelo fenómeno de heteroresistência, 
devido à variabilidade genética e fenotípica numa mesma população de A. baumannii 
(41–46). A presença simultânea de isolados clínicos sequenciais A. baumannii MDR do 
mesmo doente com diferentes perfis de suscetibilidade à colistina estará certamente 
relacionada com a pressão seletiva derivada da administração terapêutica de colistina ou 
de outras polimixinas (28), a que este doente foi sujeito a partir do momento em que se 




4.2 Avaliação da contribuição dos sistemas de efluxo para o 
desenvolvimento de fenótipos de multirresistência em isolados 
clínicos de A. baumannii 
Com o objetivo de avaliar o contributo da atividade de efluxo dos isolados de A. 
baumannii em estudo no desenvolvimento da multirresistência aos antibióticos, foram 
aplicados dois métodos para a deteção direta do efluxo em bactérias: método de 
“Cartwheel” (75,111,113) e método fluorométrico semi-automático em tempo real 
(114,115), ambos baseados no efluxo de EtBr (substrato comum de bombas de efluxo). 
Adicionalmente, realizou-se uma avaliação indireta da atividade de efluxo dos isolados, 
através da determinação de concentrações mínimas inibitórias na presença e ausência de 
compostos IEs. 
Para a deteção preliminar da atividade de efluxo, aplicou-se o método de 
“Cartwheel” em placa de agar, que é um método pouco rigoroso mas simples e pouco 
dispendioso, que permitiu, nos isolados clínicos M/XDR em estudo, o rastreio inicial da 
presença de efluxo, e, através da sua comparação com o efluxo intrínseco/basal 
demonstrado pela estirpe de referência, detetar e demonstrar uma atividade de efluxo 
aumentada, possivelmente, devido à sobrexpressão de BEs. Confirmou-se esta hipótese 
através dos ensaios de fluorometria em tempo real. Este método, mais fino e laborioso, 
que está dependente de equipamentos especializados para a sua realização, permitiu, 
após a otimização do protocolo de trabalho, confirmar os resultados obtidos pelo 
método de “Cartwheel”. Adicionalmente, este método permitiu determinar a 
concentração máxima de EtBr que as células bacterianas conseguem efluxar antes de 
ocorrer acumulação intracelular observável deste substrato, ou seja, a concentração de 
equilíbrio de EtBr, durante 30 minutos. Este valor dá-nos uma medida precisa da 
capacidade de efluxo de uma estirpe e é com base nele que podemos avaliar a eficácia 
dos IEs em deslocarem este equilíbrio de influxo/efluxo de EtBr, no sentido de uma 
maior retenção no interior das células pela sua capacidade de inibição do efluxo em 
tempo-real deste substrato.  
Por fim, para complementar os resultados obtidos e as indicações obtidas sobre 
os IEs na sua capacidade de potenciar a retenção de substratos efluxáveis, efetuou-se a 
determinação das CMIs dos antibióticos, na presença e ausência dos IEs. Tal permitiu 
 
 65 
avaliar a atividade de efluxo dos antibióticos nos isolados clínicos em estudo e 
correlacionar estes resultados com os obtidos para a inibição do efluxo de EtBr (113). 
Para tal determinou-se a CMI do EtBr nas mesmas condições, por ser um substrato de 
efluxo comum à maioria das bombas de efluxo descritas em A. baumannii, 
possivelmente envolvidas na resistência aos antibióticos (20,61,96).  
A determinação das CMIs de EtBr, enquanto substrato universal de efluxo, forneceu 
uma clara indicação do efeito dos IEs no efluxo, ao passo que o decréscimo das CMIs 
dos antibióticos na presença de IEs poderá dever-se a vários fatores associados, como as 
diferenças de substrato preferencial dos sistemas de efluxo, suscetibilidade desses 
sistemas de efluxo aos IEs utilizados e aos efeitos causados ao nível celular, ainda por 
esclarecer. 
4.2.1 Deteção da atividade de efluxo nos isolados AB-1, AB-2, AB-3 e 
estirpe de referência ATCC19606T  
A atividade dos sistemas de efluxo em A. baumannii é frequentemente inferida a 
partir das CMIs dos antibióticos, assim como os níveis de expressão das BE. Assim 
sendo, é importante utilizar técnicas de avaliação direta do efluxo em A. baumannii, 
como os métodos fluorométricos em tempo real, para avaliar a contribuição da atividade 
dos sistemas de efluxo na acumulação e suscetibilidade aos antibióticos (112). A 
otimização e aplicação das metodologias para avaliação direta da atividade de efluxo 
nos isolados MDR de A. baumannii foi essencial para atingir os objetivos propostos 
nesta dissertação, verificando-se que os isolados clínicos sequenciais MDR de A. 
baumannii apresentam efluxo ativo e atividade de efluxo aumentada, em comparação 
com a estirpe de referência ATCC19606T. 
Através da análise dos resultados obtidos pelo método de “Cartwheel”, foi 
possível verificar que tanto a estirpe de referência como os três isolados em estudo 
apresentam atividade de efluxo. Adicionalmente, a fluorescência emitida pelos isolados 
clínicos AB-2 e AB-3 foi observada em altas concentrações de EtBr, o que demonstra 
uma capacidade de efluxo aumentada quando comparada com a estirpe de referência 
ATCC19606T, que apresenta uma atividade de efluxo considerada basal. O efeito da 
temperatura também comprova a presença de efluxo ativo, sendo a atividade das BE em 
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A. baumannii potenciada a cerca de 37ºC, que é igualmente a temperatura ideal de 
crescimento para esta espécie.  
A capacidade aumentada do efluxo de EtBr no isolado AB-2 (MCEtBr= 2 µg/mL) 
foi confirmada pelos resultados obtidos nos ensaios de fluorometria em tempo real. Nos 
ensaios de acumulação na presença de IEs, confirmou-se a presença de atividade de 
efluxo de EtBr em todos os isolados e estirpe de referência em estudo, através da 
visualização da entrada/saída de EtBr das células. Observou-se inibição da atividade de 
efluxo, ou seja, maior retenção deste substrato no interior da célula, na presença de 
todos os IEs em estudo. É de salientar o efeito dos inibidores VP, TZ, CPZ e PAβN, 
que, de um modo geral, proporcionaram a maior retenção de EtBr para todos os isolados 
e estirpe de referência. A capacidade de retenção de EtBr foi maior no isolado AB-2, 
quando comparada com a estirpe de referência e isolados AB-1 e AB-3, o que está de 
acordo com os resultados obtidos na avaliação preliminar da atividade de efluxo pelo 
método de “Cartwheel”.  
Embora o PAβN tenha sido um dos inibidores com maior efeito observado na 
acumulação de EtBr, tal não se verificou nos ensaios de efluxo na presença de IEs, tal 
como esperado, pois trata-se de um inibidor competitivo direto dos substratos de BEs, 
ao contrário dos restantes inibidores, que atuam preferencialmente na inibição da 
energia disponível para o efluxo, e, como tal, o seu efeito é duradouro. A exposição ao 
PAβN, com mecanismo de ação idêntico ao dos péptidos catiónicos como as 
polimixinas, poderá igualmente causar alterações da permeabilidade celular. Estas 
podem levar à rutura da parede celular, incapacitando a célula na retenção de EtBr, que 
só emite fluorescência quando ligado. Deste modo, o efeito do PAβN em todos os 
isolados e estirpe de referência deve-se à associação entre o efeito de competição com o 
substrato de efluxo e a alteração da permeabilidade celular. 
Os inibidores VP, TZ, CPZ e PAβN confirmaram ser os IEs com maior efeito na 
retenção de EtBr em A. baumannii, tanto pela observação dos gráficos como pelo 
cálculo da fluorescência relativa final. Mais uma vez, a capacidade significativamente 
aumentada de retenção de EtBr na presença destes três inibidores foi demonstrada no 
isolado AB-2, a par de uma maior evidência de efluxo, confirmada pelos valores de 
FFR obtidos serem significativamente superiores aos obtidos nos outros isolados e 
estirpe de referência. O isolado AB-3 apresenta, nestes ensaios, uma atividade de efluxo 
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superior à do isolado AB-1 e estirpe de referência. Observando-se os valores de FFR 
para este isolado, verificamos que a adição de uma fonte energética, glucose a 0,4%, 
potencia a acumulação de EtBr na presença de VP, TZ, CPZ e PAβN. Por outro lado, a 
atividade de efluxo do isolado AB-2 não é influenciada pela adição de glucose, o que 
pressupõe que as BEs neste isolado não dependam tanto de uma fonte energética para o 
aumento da sua atividade, o que é entendido como um sinal de extensa sobrexpressão 
de BE neste isolado. 
4.2.2 Influência dos compostos inibidores de efluxo na determinação das 
concentrações mínimas inibitórias dos antibióticos e EtBr 
A influência dos inibidores de efluxo nas CMIs para os antibióticos e EtBr 
permitiu uma avaliação indireta da atividade de efluxo e a sua comparação com os 
resultados obtidos anteriormente, nos métodos de deteção direta da atividade de efluxo, 
correlacionando-se os efeitos inibitórios observados com a suscetibilidade aos 
antibióticos nos três isolados de A. baumannii em estudo (73,113). 
Como se observou nos ensaios de fluorometria em tempo real, os IEs que melhor 
proporcionaram a acumulação intracelular de EtBr nos isolados e na estirpe 
ATCC19606T foram o VP, as fenotiazinas TZ e CPZ e o PAβN. No entanto, na estirpe 
de referência a CMI do EtBr não sofreu alterações quando determinada na presença 
destes cinco IEs, pelo que se pressupõe que, tal como verificado anteriormente, esta 
estirpe possua uma menor atividade de efluxo, considerada basal e de referência, 
quando comparada com os isolados clínicos em estudo. As fenotiazinas proporcionaram 
um decréscimo significativo da CMI do EtBr no isolado AB-1, sendo menos 
significativo para os isolados AB-2 e AB-3. Por sua vez, o PAβN foi eficaz na redução 
da CMI deste substrato para os três isolados em estudo. O VP apresentou um efeito 
muito significativo no caso do isolado AB-2 (FM=128) e menos significativo no isolado 
AB-3.  
Como referido anteriormente, o EtBr é um substrato comum às BEs de A. 
baumannii envolvidas no efluxo de uma grande variedade de substratos, incluindo os 
antibióticos utilizados no tratamento destas infeções, que contribuem para a 
multirresistência (73,75–78). Tendo sido utilizado nos três ensaios de avaliação do 
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efluxo, direta e indireta, permitiu correlacionar os resultados obtidos e fornecer uma 
melhor indicação sobre a atividade de efluxo e a sua contribuição para a resistência aos 
antibióticos nos isolados clínicos de A. baumannii em estudo, assim como da estirpe de 
referência A. baumannii ATCC19606T.  
 Salienta-se que o isolado AB-2 apresentou a maior atividade de efluxo nos 
ensaios fluorométricos, seguindo-se o isolado AB-3 e por fim o isolado AB-1. A 
aparente suscetibilidade deste isolado à ação do VP no caso da ciprofloxacina e 
rifampicina pode considerar-se uma consequência inevitável da atividade aumentada 
dos sistemas de efluxo, neste isolado.  
As fenotiazinas, TZ e CPZ, embora tenham sido dos IEs mais eficazes na retenção 
e efluxo de EtBr, apenas o CPZ apresentou um efeito pontual no decréscimo da CMI da 
ciprofloxacina (FM=32) e tetraciclina (FM=16), somente no isolado AB-1. As 
fenotiazinas, agentes anti-psicóticos e anti-histamínicos, possuem atividade 
antimicrobiana reconhecida, embora o seu mecanismo de ação ainda não esteja bem 
esclarecido (106,110). 
O NMP, agonista da serotonina, que não demonstrou muito ser eficaz nos ensaios 
fluorométricos, demonstrou, no entanto, ser bastante eficaz na redução das CMIs para 
vários antibióticos, embora não tenha tido qualquer efeito na CMI do EtBr. O 
decréscimo das CMIs foi particularmente significativo nos isolados AB-1 e AB-3: para 
a amicacina (FMAB-1=128; FMAB-3≥128) para os macrólidos, eritromicina (FMAB-1=64; 
FMAB-2=64) e claritromicina (FMAB-1=256; FMAB-3=128). Também no isolado AB-2 o 
decréscimo das CMIs para os mesmos antibióticos foi significativo, embora menos 
marcante.  
Igualmente, o inibidor de efluxo CCCP demonstrou ter a capacidade de reduzir 
significativamente as CMIs da amicacina, meropenem, macrólidos (eritromicina e 
claritromicina), rifampicina, ciprofloxacina, tetraciclina e colistina. Estes resultados 
estão de acordo com a influência deste IE reportada por Xing et al. (20), em que as 
CMIs para fluoroquinolonas, amicacina e carbapenemos foram reduzidas 
significativamente na presença deste IE. Não se observou qualquer efeito na CMI do 
EtBr. Estes inibidores, NMP e CCCP, sendo compostos desacopladores, interferem com 
o nível energético da membrana bacteriana e têm uma grande capacidade de reduzir a 
viabilidade e causar morte celular pela dissipação da força-protónica motriz membranar 
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(99). Assim sendo, é questionável se a penetração intracelular do antibiótico se deve ao 
efeito inibitório destes IEs no efluxo ou à morte celular. 
O PAβN, composto péptido-mimético, foi um dos IEs que proporcionou maior 
acumulação de EtBr nos ensaios fluorométricos. Este inibidor de efluxo de largo 
espectro tem como mecanismo de ação proposto a competição com os substratos alvo 
das BE (20,89), atuando também como permeabilizante da membrana plasmática (100). 
O PAβN demonstrou atividade inibitória tanto para os isolados clínicos de A. baumannii 
como para a estirpe de referência: macrólidos, rifampicina e tetraciclina. O efeito deste 
IE na redução das CMIs da clindamicina está de acordo com o descrito na literatura para 
A. baumannii (101). Contrariamente ao descrito para Pseudomonas aeruginosa, não se 
verificou qualquer efeito nas CMIs para a ciprofloxacina (100); e no caso do 
meropenem, em que se verificou aumento das CMIs para os três isolados clínicos em 
estudo. Estes resultados suportam a literatura: o efeito competitivo do PAβN em relação 
aos substratos de efluxo varia consoante o antibiótico e a BE envolvida (89). No 
entanto, à semelhança do se propôs anteriormente nos ensaios de efluxo de EtBr, é 
possível que este efeito nas CMIs seja devido a alterações da permeabilidade 
membranar, causadas por este inibidor, mesmo quando utilizado em baixas 
concentrações (100). 
 
Os resultados obtidos para a colistina serão discutidos separadamente nesta seção, 
dada a sua importância e significância para a hipótese de trabalho proposta nesta 
dissertação. A atribuição do efluxo como mecanismo de resistência às polimixinas em 
geral não é descrito ou evidenciado na literatura, e em particular para A. baumannii, 
sendo um tópico controverso (71,72). Estes péptidos catiónicos interferem diretamente 
com o lípido A do LPS da ME bacteriana e causam morte celular (37,39). A colistina 
foi incluída no painel de antibióticos em estudo neste trabalho devido à sua importância 
como antibiótico de último recurso no tratamento das infeções causadas por isolados 
clínicos MDR de A. baumannii, tendo sido o último recurso terapêutico utilizado no 
tratamento do doente de onde foram isolados sequencialmente AB-1, AB-2 e AB-3. 
Não sendo o efluxo um mecanismo de resistência descrito para este antibiótico, não era 
esperado que todos os IEs em estudo, com exceção do PAβN, proporcionassem um 
decréscimo significativo das CMIs da colistina para todos os isolados e estirpe de 
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referência, com especial ênfase no isolado AB-2, na presença de VP e TZ (FM≥4102). 
De importância para a compreensão do processo de aquisição sequencial de resistência 
à colistina, o isolado AB-3 é o que apresenta menor redução da CMI da colistina na 
presença destes IEs, sendo que o efeito mais significativo observa-se em AB-1 e 
sobretudo em AB-2 quando se instala a resistência fenotípica à colistina. Devido ao 
mecanismo de ação da colistina e aos efeitos de permeabilização e citotoxicidade que 
estes IEs em estudo exercem ao nível celular, pressupõe-se que o decréscimo das CMIs 
apresentado seja resultante da ação conjunta e sinérgica deste antibiótico com os vários 
inibidores.  
Adicionalmente, o PAβN apresentou o efeito contrário: um severo aumento das 
CMIs da colistina. Como o mecanismo de ação da colistina, péptido catiónico e do 
PAβN, péptido-mimético, são idênticos (ambos permeabilizam a membrana externa 
bacteriana), supõe-se que estes resultados se devam à competição do PAβN como 
substrato em relação à colistina, levando ao antagonismo entre estes compostos. Desde 
modo, as BEs reconhecem preferencialmente o PAβN como substrato de efluxo, em 
detrimento da colistina, levando à necessidade de uma maior concentração deste 
antibiótico para exercer a sua ação sobre a célula bacteriana.  
 
Como referido anteriormente, os três isolados clínicos MDR de A. baumannii 
estudados neste trabalho apresentam evidências claras de uma atividade de efluxo 
aumentada, comparativamente à da estirpe de referência A. baumannii ATCC19606T. O 
primeiro isolado clínico, AB-1, não difere de forma muito significativa da estirpe de 
referência, apresentando várias semelhanças na capacidade de acumulação na presença 
de IEs/efluxo de EtBr e na influência dos IEs na resistência aos antibióticos. O isolado 
AB-1 é o que apresenta menor atividade de efluxo, dos três isolados em estudo. O 
isolado AB-2, de um posterior isolamento clínico, obteve resultados concordantes em 
todos os ensaios: foi o isolado clínico que demonstrou a maior atividade de efluxo, em 
todos os ensaios realizados: na avaliação direta do efluxo (método de “Cartwheel” em 
placa de agar e fluorometria em tempo real) e avaliação indireta do efluxo 
(determinação de CMIs na presença e ausência dos IEs). Não só apresentou claramente 
maior capacidade de acumulação na presença de IEs e de efluxo de EtBr, como era o 
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mais suscetível à redução das CMIs dos antibióticos a que se tornou resistente, por parte 
de todos os IEs em estudo. 
 O terceiro isolado, AB-3, embora tenha demonstrado atividade de efluxo superior 
à do isolado AB-1, esta é, de um modo geral, inferior à apresentada pelo isolado AB-2. 
Assim, estas evidências apontam no sentido do isolado AB-2 ter desenvolvido uma 
atividade de efluxo significativamente superior à apresentada pelo isolado AB-1, numa 
fase inicial de resposta à introdução da colistina no esquema terapêutico, permitindo 
que, ao longo das várias gerações, ocorressem outros mecanismos de resistência, como 
mutações específicas que conferem resistência à colistina. Após a aquisição de outros 
mecanismos alternativos que permitem a sobrevivência celular na presença de 
concentrações elevadas de colistina, torna-se desnecessário o gasto energético sofrido 
pelas células que suporta a atividade aumentada de efluxo. Possivelmente, o tratamento 
do doente com concentrações sub-terapêuticas deste antibiótico contribuiu para o 
aumento da atividade dos sistemas de efluxo. Estes transportadores protegeram a célula 
bacteriana através do efluxo ativo deste e dos restantes antibióticos, impedindo-os de 
atingir os seus alvos intracelulares, enquanto ocorria a replicação celular de várias 
linhagens bacterianas (83,84). É neste ponto que encontramos o isolado AB-3, que 
apresenta multirresistência aos antibióticos a par de alguma atividade de efluxo, e, 
possivelmente, outros mecanismos de resistência, como mutações estabilizadas no 
genoma, entretanto desenvolvidos. 
Esta nova hipótese que se levanta a partir das conclusões obtidas neste trabalho 
será futuramente explorada, através da caracterização genotípica e comparativa dos três 
isolados sequenciais, da análise comparativa do genoma completo (133) e por análise 
comparativa da sua transcriptómica (134). Tendo em conta a ordem cronológica em que 
foram obtidos os isolamentos clínicos, a partir do mesmo doente, é possível afirmar que 
o modelo de adaptação fenotípica gradual por sobrexpressão de bombas de efluxo, até à 
aquisição de mutações para a resistência, designado de “arrow of time”, pode ter 
ocorrido neste caso em estudo, em particular na aquisição de resistência à colistina, 
fármaco de último recurso (84,135): a atividade dos sistemas de efluxo terá sido o 
primeiro passo para a aquisição de resistência, nos três isolados clínicos de A. 
baumannii em estudo. 
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4.3 Inibidores de efluxo como potenciais adjuvantes terapêuticos no 
tratamento das infeções por A. baumannii 
Ao longo deste trabalho, foi demonstrado que os sistemas de efluxo são um 
mecanismo muito importante com um contributo significativo na multirresistência aos 
antibióticos em isolados clínicos de A. baumannii. Assim sendo, as bombas de efluxo 
podem ser consideradas como potenciais alvos terapêuticos, pela utilização de 
compostos IEs como adjuvantes na terapêutica das infeções causadas por bactérias 
resistentes aos antibióticos (73,86,106,135,136). Estas moléculas devem ter a 
capacidade de aumentar a concentração intracelular dos antibióticos que são substrato 
de BEs; reverter a suscetibilidade aos antibióticos em isolados clínicos MDR e também 
prevenir o aparecimento de estirpes mutantes resistentes (86,99,106). 
 
Em bactérias Gram-negativas, foram descritos vários IEs com capacidade de 
reverter o fenótipo de resistência, embora os seus mecanismos de ação ainda não 
estejam bem esclarecidos (20,77,86,100). Alguns mecanismos de ação propostos, ainda 
não totalmente esclarecidos, são a interação direta com a BE, bloqueando-a; a 
interferência com a fonte energética das BE por inibição da ligação de ATP ou 
interferindo com o gradiente protónico e a intercalação na bicamada lipídica, 
destabilizando a membrana plasmática (20,89,99,110). Outros mecanismos propostos 
contam ainda com a formação de complexos com o substrato, facilitando a entrada dos 
antibióticos na célula e prevenindo o seu efluxo (106). No entanto, os efeitos 
secundários tóxicos para o hospedeiro que os compostos IEs apresentam, constituem um 
entrave para a sua aplicação na prática clínica em humanos e animais (89,99). Contudo, 
em doses seguras e toleradas, estes compostos podem ser usados em humanos, 
carecendo ainda de estudos clínicos para avaliar o seu efeito quando administrados em 
conjunto com os antibióticos (137). Um exemplo são as fenotiazinas, por exemplo, que 
são atualmente utilizadas na terapêutica clínica como anti-psicóticos (99) ou o 
verapamil, como antiarrítmico (138). 
O interesse geral no desenvolvimento de compostos IEs para uso terapêutico é 
dificultado pela existência de problemas na sua síntese, purificação, estabilidade e 
solubilidade, para além da sua potencial toxicidade, já referida (87,99). Apesar disso, 
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existem já inúmeros estudos in vitro sobre a influência destes inibidores em bactérias, 
incluindo A. baumannii (20,77,89,99–102,108,110,123,136,138). Entre outros fatores, é 
também necessário desenvolver IEs com seletividade para os sistemas de efluxo da 
célula bacteriana e que não tenham influência nas células do hospedeiro, como é o caso 
do CCCP, que é um composto extremamente tóxico para as células eucariotas (86).  
Como referido anteriormente, os IEs estudados neste trabalho comprovaram ser 
eficazes na redução das CMIs dos antibióticos: o NMP e CCCP foram os mais eficazes 
na redução das CMIs em combinação com os antibióticos, possivelmente devido à 
morte celular; enquanto que os IEs mais eficazes na promoção da acumulação 
intracelular do EtBr foram o VP, as fenotiazinas (TZ e CPZ) e o PAβN. Apesar das já 
referidas limitações técnicas e humanas, que constituem um entrave na implementação 
dos IEs como adjuvantes terapêuticos, no futuro, a sua administração em combinação 
com antibióticos, poderá significar não só um melhor prognóstico, como a redução da 
morbilidade e mortalidade associadas às infeções nosocomiais por isolados M/XDR de 
A. baumannii. Até à data, nenhum inibidor de bombas de efluxo foi aprovado para uso 
terapêutico combinado com antibióticos, no tratamento de infeções bacterianas 
resistentes aos antibióticos, na prática clínica humana e veterinária, com exceção do 
omeprazol, um inibidor de bombas de efluxo protónicas gástricas, licenciado apenas 
para controlo da acidez estomacal/intestinal, tendo indiretamente demonstrado ser um 
bom adjuvante no tratamento de infeções por Helicobacter pylori (139).  
O desenvolvimento de outros IEs eficazes e seguros permitirá a utilização de 
antibióticos que são substrato de BEs assim como o controlo da emergência e 
disseminação de isolados clínicos MDR de muitos grupos de bactérias, mas em 
particular em bactérias Gram-negativas com elevada capacidade de efluxo, como é o 





4.4 Trabalho futuro 
Ao longo deste trabalho foi confirmada a contribuição do efluxo para a aquisição 
do fenótipo MDR em isolados clínicos de A. baumannii. Através do estudo da 
capacidade de efluxo nos isolados clínicos em estudo, utilizando as metodologias 
clássicas como a determinação das CMIs na presença e ausência dos inibidores de 
efluxo, e a otimização de metodologias diretas para a avaliação do efluxo, como o 
método de “Cartwheel”, mais grosseiro, e os ensaios de fluorometria em tempo real, 
confirmámos que a atividade de efluxo nos três isolados de A. baumannii, isolados 
sequencialmente no mesmo doente, levou ao desenvolvimento do fenótipo M/XDR 
destes isolados. 
Para a continuação do estudo dos três isolados clínicos de A. baumannii e para 
uma melhor compreensão da atividade de efluxo nestes isolados e a sua relação com a 
resistência aos antibióticos, propõe-se, como trabalho futuro: 
• Demonstração inequívoca de que os três isolados são idênticos (mesma 
população) através da caracterização genotípica e comparativa dos três isolados 
de A. baumannii; 
• A pesquisa de mutações em genes que conferem resistência aos antibióticos, por 
análise de sequências do genoma completo dos três isolados de A. baumannii; 
• Determinar o nível de sobrexpressão das bombas de efluxo nos três isolados, 
por análise transcriptómica comparativa, tanto na presença como na ausência de 
cada antibiótico; 
• Distinguir entre o contributo proporcionado pela atividade aumentada de efluxo 
e outros mecanismos de resistência entretanto revelados, como mutações, para o 
nível global da resistência evidenciada pelos três isolados; 
• A determinação das melhores combinações in vitro entre antibióticos e IEs, com 
vista a uma eventual aplicação terapêutica destes compostos como adjuvantes 
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